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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo realizar raatarizacéo tecnolégica e molecular de
bactérias laticas com potencial antimicrobiano pauéilizacdo na fabricagdo de queijo minas
frescal. As bactérias laticas isoladas de prodcénseos fermentados coloniais em trabalhos
anteriores foram analisadas quanto as suas cas#ices morfologicas e bioquimicas, como
producao de gas, teste de catalase, producao aidéafermentacédo de carboidratos; quanto
suas caracteristicas tecnoldgicas, incluindo aremtio em temperaturas extremas,
concentracdo de NaCl e pH, e producdo de subssdaniamicrobianas a partir do método
difusdo em agar. Por apresentarem caracteristioa®ldgicas, bioquimicas e tecnoldgicas
foram selecionados 3 isolados para serem avaligdasto ao seu potencial inibitorio de
microrganismos patogénicos de alimentsdoli, L. monocytogenesS. aureuse Salmonella
Typhimurium) em queijo minas frescal, para isso pool de Lactobacillus e os
microrganismos testes foram inoculados no queijoibécao foi monitorada nos dias 1, 7, 14,
21 e 28 de armazenamento mediante contagem dimeémar seletivo dos indicadores. Apos,
utilizando a mesma metodologia, foi avaliado o pot de inibicdo de cada isolado de
Lactobacillus sp. frenteS. aureus A qualidade do queijo produzido com os 3 isolados
também foi avaliada, para comparacdo de paramésios-quimicos, microbiolégicos e
sensoriais foram elaborados 2 tratamentos: T1 {@uenas frescal + fermento tipo O) e T2
(queijo minas frescal pool de Lactobacillis Foram analisados 88 isolados oriundos de
produtos carneos, dos quais 86 apresentaram-seomaa fde bacilos e 2 isolados
apresentaram-se com a morfologia de cocos, Grantivss catalase negativa, néo
produtores de gas, ndo produtores de diacetil @&esapde fermentar glicose, lactose, sacarose
e sorbitol, 49 dos isolados foram identificados oambrevis L. plantarum L. fermentumL.
casei,L. lindneri, L. sakei L. curvatus L. farciminis e W. cibarf@ainquenta per cento dos
isolados apresentaram atividade frente a pelo menmoslos indicadores utilizados, e: 50%
inibiram E. coli, 55%L. monocytogene$7,5%S. aureus 47,5%SalmonellaTyphimurium,
9,1% dos isolados testados apresentam atividadie faetodos os indicadores testados, dentre
esses ossolados LC7I(. plantarun), LC31 (. case) e LSB09 L. plantarun) apresentaram
maior homogeneidade de crescimento nas temperaterd@ e 45°C, na presenca de 4 e 8%,
e nos pHs 2 e 6. Os queijos inoculados compool de Lactobacillu§ apresentaram
diminuicdo significativa no crescimento dos indimas no decorrer de 28 dias de

armazenamento, nos ensaios com 0 uso individuaisddsdos o tratamento T 11 LSB09



apresentou maior eficacia no controleSleaureusem relacdo aos demais tratamentos, nédo
ocorreram diferencas significativas no pH dos @seg na contagem de bactérias laticas
durante o periodo de armazenamento, 0s queijosaegam parametros microbioldgicos de
acordo com a legislacao brasileira, na avaliac@smsel o queijo adicionado deool de
Lactobacillusapresentou maiores médias nos atributos avaliadas,ndo houve diferenca
significativa na avaliagdo sensorial. Dactobacillusselecionados apresentam condi¢cdes de
ser utilizados como culturas iniciadoras em qugjms promovem a melhora na qualidade

microbioldgica do produto e das caracteristicasa@ais de queijo minas frescal.

Palavras Chaves: Bactérias Laticas. Lactobacillus Produgdo de Substancias

Antimicrobianas. Queijo Minas Frescal. QualidadeAdimentos.



ABSTRACT

This study aimed to carry out the technological emalecular characterization of lactic acid
bacteria with antimicrobial potential for use iretmanufacture of fresh cheese. The isolates
were analyzed for their morphological and biochednicharacteristics, as gas production,
catalase test, diacetyl production and fermentatibearbohydrates; as their technological
characteristics, including growth in extreme tenapares, pH and NaCl concentration, and
production of antimicrobial substances from theragjfusion method. 3 Lactobacillus sp
were selected. to be assessed for their inhibpotgntial of pathogenic food microorganisms
(E. coli, L. monocytogenes. aureusand SalmonellaTyphimurium) in fresh cheese, for that
the Lactobacilluspool and testing microorganisms were inoculatéd ihe cheese, inhibition
was monitored on days 1, 7, 14, 21 and 28 storagdifect counting on agar selective
indicators. Then, using the same methodology, waasored the inhibition potential of each
isolate ofLactobacillussp. frontS. aureus The quality of cheese produced with 3 isolates
were also evaluated for comparison of physical-abaln microbiological and sensory
parameters, were developed two treatments: QLé€fjo Minas Frescdl+ Lactic acid starter
culture Type mines O) and T2Q@ueijo Minas Frescdl+ Lactobacillus pogl 88 isolates
come from meat products were analyzed, of whiclpi@sented in the form of bacilli and 2
isolates presented with the morphology of coccangmositive, negative catalase, not gas
producers, not producing diacetyl and capable ohéating glucose, lactose, sucrose and
sorbitol, 49 isolates were identified &s brevis L. plantarum L. fermentumL. casej L.
lindneri, L. sakej L. curvatusL. farciminise W. cibaria Fifty per cent of the isolates showed
activity against at least one of the indicatorg]:a50% inhibitedE. coli, L. monocytogenes
55% 57.5%S. aureus SalmonellaTyphimurium 47.5%, 9.1% of the isolates testedehav
activity against all tested indicators, among thesgates LC7 I(. plantarum), LC31 (..
case) and LSBO9 (. plantarum), although growing homogeneity in temperature$®fo 45

° C, in the presence of 4 and 8%, and at pH 2 aode@ses inoculated withactobacillus
pool' showed a significant decrease in the growth efitidicators in the course of 28 days of
storage in the tests with the single use of separaatment T11 LSBO09 isolate showed
greater efficacy in the control &. aureusin relation to other treatments, no significant
differences in the pH of the cheese and lactic baiteria count during the storage period, the
cheeses presented microbiological parameters adngorth Brazilian law, in sensory

evaluation



of cheese addedactobacillus poohad higher averages in the attributes evaluatgthere
were no significant differences in sensory evabratiactobacillusselected in conditions to
be used as starter cultures for cheese, for progdtie improvement in microbiological

product quality and sensory characteristics of Miftash cheese.

Key words: Lactic acid bacteria characterization. Antimicadbisubstances

production. ‘Queijo Minas Frescél Food Quality
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupacdo na melhora da qualidadedde prevencéo de doencgas,
diminuicdo do uso de substancias conservantesoneeltia qualidade sensorial de produtos
tradicionais, tem estimulado o desenvolvimento dsgpisas relacionadas a caracterizacao
molecular e tecnoldgicas de micro-organismos paédstde substancias com potencial para
aplicacdo como bioconservante, as bactérias latipessentam um grande potencial para a
extensdo da vida de prateleira de produtos, seabwlietmo produz inlmeros compostos com
capacidade de inibir o crescimento de micro-orgaoss patogénicos e deteriorantes (DE
SOUZA, 2006; HERMMANS, 2013).

Ao longo dos anos a industria de laticinios vemadaptando a esta tendéncia,
buscando oferecer ao consumidor alternativas atames aliando as caracteristicas
tradicionais dos produtos a novos meétodos de cemc®o, substituindo os conservantes
quimicos por alternativas naturais (O’'CONNOR et2015).

A selecao de um micro-organismo para utilizacaauemalimento deve estar baseada
na observacéo de trés fatores principais: seguraagacteristicas funcionais e caracteristicas
tecnoldgicas. Quanto a seguranca, aspectos commgesng ndo patogenicidade e resisténcia
aos antibioticos devem ser verificados (MATTILA-SBNOLM et al., 2002).

As bactérias laticas produzem peptideos antimiaras que normalmente apresentam
atividade antibacteriana contra os agentes patog€nie origem alimentar, bem como
bactérias deteriorantes. Portanto, eles tém atraidwaior atencdo como ferramentas para
bioconservacdo de alimentos. Em alguns paises adeslactérias laticas € amplamente
difundido, seja como probidticos ou no processamald alimentos com o intuito de
bioconservacao (MESSAOUDI et al., 2013).

As caracteristicas tecnologicas de interesse estfarionadas a producdo de
substancias aromaticas, manutencdo da viabilidade cdlulas no produto ao longo do
processo de fabricagdo, manterem e melhorar asctedsdicas fisico-quimicas e
microbiolégicas do produto, sem causar alteragigssiejaveis, inibicdo de micro-organismos
contaminantes, garantir a manutencéo da seguréingantar do produto ao decorrer de sua
vida util (BOYLSTON et al., 2004; CASTRO et &015).

Os produtos lacteos apresentam uma microbiotaalaesponsavel por desenvolver

caracteristicas sensoriais, conservar produtoxiasina manutencdo da sadde humana. As
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bactérias laticas apresentam uma elevada capaadigattansformar substratos. E pesquisas
tém sido conduzidas na busca de culturas adequmdasfabricacdo de um determinado
produto, ou em funcdo de propriedades especificasoca producdo de bacteriocinas
(DEEGAN et al., 2006; BOURDICHON et al., 2012).

O queijo minas frescal ocupa o terceiro lugar mkireg de consumo de queijos no
Brasil (MIRAGAIA, 2013). Devido a intensa manipufeg apresenta uma alta carga
microbiana, a populacdo microbiana desses queioalrgente é considerada patogénica
(JAY, 2005).

A aplicacdo de substancias antimicrobianas paransetvacdo de alimentos vem
sendo estudada por serem produzidas a partir de-griganismos de interesse industrial, as
bactérias laticas sdo amplamente empregadas naigamdie alimentos fermentados de
origem lactea, o que viabiliza o estudo do emprEgsas substancias visto que é de interesse
da industria desenvolver alternativas para a cuagéo de alimentos (PARADA et al., 2007).

O conhecimento e o uso desses fatores combinadasrealimento formam a teoria
de obstaculosLEISTNER, 1992) que permite o controle do prazo de validadetabéslade
microbiolégica, bem como a prevencao da multiphoae/ou producdo de toxinas por micro-
organismos patogénicos eventualmente presenteM@EHTINIS et al., 2002).

A qualidade dos produtos desenvolvidos vai depeddeconhecimento sobre os
micro-organismos empregados e das caracterisécaslbgicas apresentadas pelos mesmos,
e 0 estudo das substancias produzidas por esses-organismos € a maneira como se
comportam durante as etapas de elaboracdo de psodlinenticios, a sua origem e a
identificacdo molecular para comprovacao das saescteristicas (DE MARTINIS et al.,
2003; CAMARGO, 2011).

Os mecanismos de resisténcias de bactérias comtai®snprincipalmente sobre a
acao de antibidticos tem se intensificado nos oki@nos, contribuindo para um aumento na
ocorréncia de DTAs (Doencas Transmitidas por Alitog) e dificultando os processos de
eliminacdo desses micro-organismos, as bacter®g@ndem ser utilizadas no combate da
proliferacdo desses micro-organismos, visto quesséstancias naturais de um determinado
grupo de micro-organismos amplamente empregadosprooessamento de alimentos
(PARADA et al., 2007).

Uma série de pesquisas no campo da ciéncia dosrdbsitem se concentrado em

novas tecnologias de conservacao e producado derdbsfuncionais, poucos destes métodos
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de conservacgdo e producdo tém sido implementadasimquistria de alimentos até agora
(DEVLIEGHERE et al., 2004; MESSAOUDI et a2013).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de aplicacdo de bactérias ddticom atividade antimicrobiana na

fabricacdo de queijo minas frescal.

2.2 Objetivos Especificos

» Determinar as caracteristicas relacionadas a iogtéecnolégicos dos isolados de
Lactobacillussp.;

» Determinar o potencial de atividade antimicrobidmante aos principais patégenos
veiculados por produtos lacteos;

» Identificar as bactérias laticas utilizando ferratas de biologia molecular;

« Avaliar o potencial antimicrobiano das bactériastdas sobre patdgenos durante a
producado de queijo minas;

» Fabricar o queijo minas frescal com adicéo de rastlacteas selecionadas, avaliando
a vida de prateleira do produto;

* Verificar a aceitacdo do queijo minas frescal adhiados de culturas lacteas

produtoras de substancias antimicrobianas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bactérias Laticas

Os micro-organismos caracterizados como bacté&iess$, geralmente apresentam-se
como Gram positivas, microaerofilas, catalase memaé usualmente ndo apresentam
motilidade. S&o muito exigentes, os meios elab@gmdwa seu cultivo devem ser ricos em
hidrolisados proteicos, carboidratos, vitaminasigleotideos, o pH geralmente é acidificado,
contribuem para a fermentacdo e degradacdo de ragUpeesentes no leite, seu efeito
antagonista impossibilita a procriacdo de outrasdo@as Gram positivas (KLANDER, 1983).

E um grupo de bactérias muito utilizado na indéstie alimentos, por ter como principal
caracteristica a fermentacado da glicose a aciadmI@tlU, 2008; RAIEK, IBRAHIM, 2013).

O metabolismo fermentativo desse grupo de bactér@sacterizado pelo acimulo de
acidos organicos (acido latico, acético e prop@nresponsaveis pela acidificacdo e reducao
do pH do meio, de acordo com o produto final dan&artacédo de carboidratos, podem ser
classificadas em homofermentativas (produto fir@adic latico) e em heterofermentativas
(produto final &cido latico, etanol e didxido delbmmno), as caracteristicas do metabolismo
fermentativo sdo importantes para a fabricacadidesatos, geralmente o micro-organismos
deve ser adicionado a produtos similares aos doi@m isolados, para melhor adaptacdo da
cultura (DE SOUZA MOTTA, 2015).

O sabor e 0 aroma dos produtos fermentados edi@woreados com as bactérias
lacteas, pois conferem a textura e outras caratitars desejaveis nesses produtos. Produz
uma grande diversidade de enzimas glicoliticasplitipas e proteoliticas, que estdo
envolvidas na transformacdo de nutrientes fundaaieerdm compostos desejaveis (DE
SOUZA MOTTA, 2015).

O fato de serem in6cuas consideradas como GRAQlfgante reconhecido como
seguro do inglésGenerally recognized as safefaz com que seu uso para fabricacdo de
produtos alimenticios possa ser viabilizado. O grdas BAL compde-se de doze géneros:
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactiloge Lastosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pedicoccus, Streptococcus, Tetrageowsod/agococcus e WesselldAY,
2005).
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A industria de alimentos tem interesse em algumem@& de bactérias laticas sendo
esses:

» GéneroLactococcustem fungéo de cultura iniciadora, principalmemgefabricacéo
de queijo por serem responsaveis pela transforndedactose em acido latico, suas enzimas
também contribuem para maturacdo, estando envehddmo a protedlise e conversao de
aminoacidos em substancias volateis, como tamb@masaprincipais responsaveis pelas
caracteristicas organolépticas do queijo (PERRYQ420 sdo cocos gram positivos,
homofermentativo, requerem meios de culturas etalos, crescem a temperaturas de 10°C a
45°C.

» GéneroLeuconostocmuito utilizado na producéo de picles e vege@imentados
(AQUARONE et. al. 2001), sédo ceélulas esféricas gnamsitivas, heterofermentativo, a
fermentacdo é restrita a mono e dissacarideos.

» GéneroPediococcus muito utilizado como inéculo na industria de femtados
carneos, por inibir um grande nimero de micro-asyans patogénicos contaminantes desses
produtos (SCHIFFNER et. al, 1978); sdo célulasapmrem alternadamente em dois planos
com seus angulos formando tetraedros, a fermentigd@picose produz acido latico ou DL
(+) — Lactato.

» Género Streptococcussdo bactérias responsaveis juntamente com asédera
Lactobacilluspela producéo do iogurte promovendo a acidificali@teite (NICKERSON et.
al. 1978). OsStreptococcusao células esféricas ou ovais, ocorrem em paresrocadeia,
seu metabolismo fermentativo produz &cido latiém produzindo gas.

Uma grande diversidade de pesquisas tem sido cmladupara a utilizacdo de
bactérias laticas como culturas iniciadoras ou jovadtes na fabricacdo de produtos
alimenticios (Tabela 1), com o intuito de padroniaa processos produtivos, melhorar a
seguranca e a qualidade dos produtos, preservaadocaracteristicas tipicas (DE PREZZI,
2014; SOUZA MOTTA, 2015;).
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Tabela 1: Bactérias laticas isoladas de diversdsiaartes, sua aplicacao e beneficios promovidos em
produtos alimenticios

Culturas autoctones Produto Beneficios

Lctobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, e
Lactobacillus paracasesubsp. Bebidas Fermentadas
paracasei

Producéo de acidos organicos e melhor
crescimento celular

Lactobacilluse Staphylococcus Acidificac&o e reducéo de microbiota

Salsicha . 7
indesejavel
L. lactissubsplactis, L. plantarum

e L. mesenteroides subsp. Melhoria dos atributos sensoriais do

mesenteroides Queijos produto
Pediococcus acidilactic . ~
i L . Reduz a proliferacdo de
Staphylococcus vitulus Salsichédo e chourigo .
Enterobactereacea patdgenos

. Efeito benéfico nas caracteristicas

L. sakeie S. equorum . : N . Py
Embutidos fermentados microbiolégicas, fisico-quimicas e

sensoriais
Melhora as caracteristicas fisico-quimicas
Queijo Romano Pecorino mantendo as caracteristicas do queijo
Romano Pecorino

S. thermophilus, L. delbrueckii
subsp lactise L. helveticus

FONTE: (DE SOUZA MOTTA, 2015).

3.2Lactobacillus

Bactérias do géneroactobacillusapresentam morfologia de bacilos, Gram positivos,
microaerofilos, catalase negativa e ndo apresematiiidade (GOLDBERG, 1994). Sua
utilizacdo em processos fermentativos agroalimest&r devida ao fato de serem indcuas
consideradas como GRAS, relacionados com a prodig@timentos de alta e média acidez,
da qual podem participar como coadjuvantes dadatéo de leites fermentados, iogurtes e
gueijos.

Os Lactobacillussdo empregados na fabricacdo de produtos lacteosaduncéo de
melhorar a seguranca do produto controlando ageategénicos pela competicao entre eles;
aumentar a vida util do produto através da inibi¢lio micro-organismos deteriorantes;
melhorar as propriedades sensoriais e promovefibersea saude (ALVES, 2011).

Os fatores intrinsecos e extrinsecos relacionadorestimento déactobacillussao
bastante amplos, apresentando capacidade de cemsaiferentes temperaturas e valores de

pH, toleram Q e diferentes concentragfes de NaCl e, N€xstas caracteristicas fisiologicas
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sao ideais para que seu uso nao seja limitadorakgdes de processamento (DE MARTINS,
2003).

A rapida acidificacdo produzida na matéria primaa groducdo de substancias
antimicrobianas destacando-se o0s acidos organi€bls@; e CH;COOH), H,O, e
bacteriocinas, pode interferir no desenvolvimene rdicro-organismos indesejaveis nos
alimentos, através da competicdo por oxigénio, @iggo por sitios de ligacdo. A vida de
prateleira dos alimentos pode ser controlada gatoses intrinsecos (pH, sal, conservadores,
fatores antimicrobianos naturais) e extrinsecosiqde de armazenamento, atmosfera da
embalagem), e a utilizacdo desses fatores comtsng@doe prolongar a vida de prateleira, a
estabilidade microbiolégica e impedir a producd® tdxinas por micro-organismos
patogénicos (DE MARTINS, 2003).

A necessidade de controlar bactérias patogénicagidal & sua capacidade de
sobreviver em condi¢Bes de baixo pH, € um gravel@nma na producdo de fermentados, nos
altimos anos as pesquisas para a selecdo de esulama a capacidade de produzir
bacteriocinas antagonicos as bactérias patogéimerasse intensificado com o intuito de

manutencao da seguranca alimentar (JACOME et(dl3)2

3.2.1ldentificacdo Molecular de Lactobacillsp.

Genomas de Bactérias laticas estdo sendo sequesictads comparacfes entre a
organizacdo genética e o conteudo informacionalrsfortantes para a identificacdo entre os
diversos membros desse grupo. Devido a grande iémmia relacionada a seguranca
alimentar os micro-organismos empregados em foighatkade produtos alimenticios (Figura
1) devem ser identificadas para possibilitar a igBev do seu comportamento, durante o
processo tecnoldgico (YEUNG et al., 2002).
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Dendograma 1: Arvore filogenética de Bactériasdagtirepresentando as varias origens ou usos de BAL:
vermelho para a fermentagéo de laticinios , azwl patra fermentagéo , tais como cerveja, vinHantgs, ou
carne, e verde para as bactérias do trato gaststimal.

r L. lactis cremoris
L

L. lactis lactis
Streptococcus thermophiius

Oenococcus oeni
Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus pentosaceus
L. plantarum
L. brevis

L. casei

L. sakei

_f L. delbrueckii bulgaricus
L. acidophilus [

group

0.05

Fonte: LIU et al. ( 2008)

A identificacdo do genoma de bactérias laticas @ wportunidade para estudo
gendmico e elucidacdo das rotas metabdlicas deugiodde compostos de sabor e aroma,
bem como a producdo de enzimas envolvidas nos ggogede degradacdo de proteinas e
lipidios (LIU et al., 2008).

O sequenciamento da porcdo genomica do rDNA 168 identificacdo de
diferentes espécies de bactérias laticas, pormarragido conservada e comum a diversas
espécies (BARATTO et al., 2012).

O estudo molecular de bactérias laticas no Braxilaaé incipiente. A diversidade desse
grupo de bactérias faz com que diferentes grupgeedquisa desenvolvam estudos nos mais
variados aspectos. Existem varios métodos de tipagenética de micro-organismos,
entretanto estes devem permitir a diferenciac&a eatre isolados, e principalmente, deve ter
uma elevada reprodutibilidade. Nem todos os métadokeculares de caracterizacdo sao
igualmente eficazes, diferindo normalmente na ddpde discriminatéria entre os niveis
taxondmicos. Como tal, a escolha do método a deradp deve ser feita de acordo com a
finalidade pretendida, seja: identificacdo ou dif@iacdo, ou outros aspectos como
reprodutibilidade, poder discriminatorio, custosyawidos, etc. (SAMBROOK; RUSSEL,
2001; CANHOS et al., 1999; AMANN et al., 1995).
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Uma das principais dificuldades em classificar astdérias por métodos fenotipicos é a
capacidade de elas apresentarem diferentes céstcter em diversas condi¢cdes. Uma forma
mais concreta para se identificar as bactériaal#gedagem polifasica que consiste em testes
bioquimicos e morfologicos apoiados em métodosndéises moleculares (PRAKASH et al.,
2007).

Entre as técnicas baseadas na analise de DNA aicadds a partir da reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCHRolymerase Chain Reactiprtém demonstrado boa
aplicabilidade para as bactérias laticas (CUSICISURLIVAN, 2000; DRAKE et al., 1996;
TENOVER et al.,1995), e estdo cada vez mais toimardsimples e utilizadas na maioria dos
estudos sobre identificagdo de micro-organismodgiftigl classificacdo taxondémica, a partir
de perfis obtidos por eletroforese (FARBER, 1996).

O uso de técnicas moleculares vem desde algunsaairg@sdemonstrando que podem
auxiliar na identificacdo de micro-organismos. SefgulLee et al. (2008) a amplificacdo do
gene 16S do RNAr seguido do seu sequenciamenta¢emonstrado boas vantagens, pois
com esse método é possivel realizar uma analmgefietica bem detalhada das cepas em
guestao.

A amplificacdo da regido 16S RNAr permite fazerliapé filogenéticas e identificacbes
de espécies mais confiaveis por ter essa regidgede bem conservada e com dominios
variados. E possivel realizar um alinhamento eagreequéncias analisadas, e assim comparar
0s pares de bases que uma contém e a outra né@io, cacteristicas diferenciadas entre as
espécies (COCOLIN; RANTSIOU, 2007). Pelos genesadegjido serem muito conservados
e estarem presentes em maior quantidade nas espFmie-se ter uma maior certeza e
precisao quanto a sua caracterizagao.

Muitas analises moleculares permitem ainda diféaerisolados da mesma espécie,
usandoprimers especificos para cada analise de PCR. A ampl#cap gene 16S permite
observar a diversidade entre grupos de bactérigsstigadas mesmo quando a presenca
desses organismos é em pequenas quantidades rgiserna. Estas técnicas possuem
importancia por possibilitarem uma caracterizacas @olados mais rapida e de maior
seguranca (COCOLIN; RANTSIOU, 2007).

Existem varias técnicas moleculares que podemtdieadas para a caracterizacdo de
Lactobacillussp., esses métodos devem permitir a diferenciag@cesgpécies assim como a

investigacdo da presenca de proteinas ou genagpoetdncia tecnologica.
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O método ARDRA ¢é uma ferramenta comumente empregsta estudar a
diversidade microbiana, que se baseia no polimodislo DNA. Assim, clones contendo
fragmentos do gene 16S rDNA, obtidos através do deoiniciadores universais ou
especificos, sdo amplificados por PCR e clivadosspdonuclease de restricdo. A seguir 0s
fragmentos sao separados em gel de agarose diea#ti@ade ou gel de acrilamida. Os perfis
resultantes sao utilizados para classificar a catade em grupos genotipicos especificos ou
para a tipagem de linhagens (SKLARZ, 2009).

Esta andlise consiste na otimizacédo da reacao pifiaatao para obtencdo de bandas
Gnicas é@mpliconunico) do gene rRNA 16S (JENSEN et al., 1993), ésaglivagem com
enzimas de restricéao.

Ela também tem como principio gwimer se ligar a fitas opostas de DNA alvo e
ocorrer a amplificacdo desse segmento entre ospdorgrs adjacentes junto com a enzima
Taq polimerase. Os sitios de ligacdo gasnersdevem ter certo limite de pares de bases,
pois eles ndo sdo capazes de percorrer segmenimesna@urante a amplificacéo (WU et al.,
2006).

3.2.2 Metabolismo Fermentativo dos Lactobacips

Um dos principais fatores que contribui para aizatf§do delactobacillus na
fabricacdo de produtos lacteos fermentados é aupéoddo &cido latico, e de acordo com o
produto final do metabolismo da glicose L@stobacillusestdo agrupados em:

* Homofermentativo: fermenta a glicose pela via dgiima de Embden- Meyerhof,
possuem as enzimas aldolase e hexose isomerasdgtior@ncia da enzima fosfocetolase

De acordo como Bergey's Determinative Bacteriologiglt et al. (1996) os
Lactobacillus homofermentativos, produzem 85% de acido laticoadirpda glicose, a
presenca da enzima aldolase inibe a formacéo ddugaste a fermentacdo, a fermentacao
direta da glicose a acido latico, converte 1 mbide glicose em 2 molit.de &cido latico.

» Heterofermentativo: fermenta a glicose pela viarahtiva da pentose ou hexose
monofosfato, produzem a enzima fosfocetolase, por@mproduzem as enzimas aldolase e
hexose isomerase produzindo além do &cido latida»ado de carbono, o &cido acético e ou

etanol.
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Os Lactobacilluscom metabolismo heterofermentativo produzem 1 mal/L™” de
acido latico; 1 mol/l> de di6éxido de carbono e 1 mofiLde etanol ou &cido acético a partir
da glicose.

Tendo enfoque na producdo de componentes de arsaimeo diacetil € desejavel no
processo de fabricacdo de iogurtes e alguns tipogueijo, empregando dsactobacillus
heterofermentivos, ja dsactobacillushomofermentativos sdo empregados principalmente na

fabricacéo de queijos.

3.3 Bacteriocinas

Os Lactobacillussdao amplamente utilizados para a fermentacdo erpegsio de
produtos lacteos. Produzem compostos antimicrobjasendo essenciais para a garantia da
inocuidade e extensao de vida de prateleira.

A grande maioria dessas bactérias produz uma ‘aalgedle fatores antagdnicos
durante o processo fermentativo, tais como subsi@mtibioticas, proteinas bactericidas e
produtos finais do metabolismo, como o acido I&RBEEGAN et al., 2006, BOURDICHON
et al., 2012).

As bacteriocinas sdo proteinas bacterianas conripdaples bacteriostaticas sobre
diversas espécies de micro-organismos. Algumas delgrupo das bactérias laticas tem sido
identificadas e caracterizadas e podem ser di\gdétia bacteriocinas com espectro inibitorio
limitado, afetando apenas espécies geneticamedténm@as e as com espectro inibitério
amplo, podendo afetar diversas espécies de miganmmos Gram positivos.

Séo classificadas em lantibidticas e nao lantitédti de acordo com suas
caracteristicas estruturais. As lantibiéticas aontédminoacidos incomuns, tais como
deidroalanina, deidrobutirina e anéis de lantioninas nao lantibidticas contém apenas
aminoacidos ndo modificados.

A acdo das bacteriocinas depende da ligacdo @ptoees da superficie celular
bacteriana, com permeabilizagdo da membrana cio@itica e formacdo de canais iGnicos
que causam o efluxo rgpido de componentes celutkrdmixo peso molecular. A producéo

de bacteriocinas é em geral feita por plasmidissimacomo € plasmidial a resisténcia de
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bacteriocinas (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Estédo disifdas em 4 classes de acordo com
suas caracteristicas bioquimicas e genéticas:

* Classe | (lantibioticos): é constituida por pepoisl termoestaveis de baixo peso
molecular (19 a 38 residuos de aminoacidos) queesaptam em sua cOmposi¢cao
aminoacidos raramente encontrados na natureza tamtionina (COTTER; HILL; ROSS,
2005). A principal representante desta classe iéilman produzida por algumas linhagens de
Lactococcus lactisubsplactis

*Classe Il: é composta por peptideos de baixo pestecular (< 10 kDa)
termoestaveis. Possuem um espectro de inibiciddatlmi Geralmente apresentam uma
estrutura helicoidal anfifilica, a qual permite sungercdo na célula alvo, promovendo a
despolarizacdo da membrana e morte celular (NASGIME, MORENO; KUAYE, 2008).
As bacteriocinas pertencentes a esta classe eaosetr susbdivididas em:

v Classe Il a: é composta por bacteriocinas que epi@a® alta especificidade
contraL. monocytogenesSeus representantes possuem 37 a 48 residuosraseidos. Esta
classe também € conhecida por familia das ped®atlevido a pediocina ser a predecessora
das bacteriocinas dessa classe (AYMERICH; HUGASNW#ORT, 1998).

v Classe Il b: é constituida por bacteriocinas qugueeem a atividade
combinada de dois peptideos, com um mecanismo &@ie @qge envolve a dissipacdo do
potencial de membrana e diminuicdo da concentratéacelular de ATP. Estes peptideos
apresentam atividade bacteriocinogénica muito bs&x#orem empregados individualmente
(COTTER,; HILL; ROSS, 2005).

v Classe Il c: as bacteriocinas pertencentes a kEsaecapresentam uma uniao
covalente das terminagbes C e N, resultando em astmatura ciclica. Sdo representantes
desta classe: a enterocina AS-48, a circularina A eeutericina 6 (NASCIMENTO;
MORENO; KUAYE, 2008).

* Classe lll: esta classe é composta por grandesipast (> 30 kDa) que sao sensiveis
ao tratamento térmico (60-100°C por 15 minutos)oenexas quanto a atividade e a
estrutura proteica. O mecanismo de acao destasrioagtas se diferencia das demais classes
por promover a lise celular através da lise da dmareelular do micro-organismo alvo
(COTTER; HILL; ROSS, 2005).

* Classe IV: encontram-se grandes complexos pepsidicmtendo carboidrato ou
lipidio em sua estrutura. Contudo, Cleveland e24101) acreditam que estes complexos séo

artefatos de purificacdo parcial e ndo uma noveselde bacteriocinas.
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As bacteriocinas mais estudadas sao a nisina,iagre e a sakacina produzidas por
Lactococcus lactisPediococcus acidilactice Lactobacillus sakeio estudo da aplicacao de
culturas produtoras de bacteriocinas com o intd#orealizar a bioconservacédo tem sido
realizada principalmente em produtos lacteos eecdrfermentados.

A nisina é uma bacteriocina produzida pactobacillus lactislactis, e a Unica cujo
uso em alimentos é autorizado peliited States Food and Drug AdministratigiDA). E
utilizada na preservacao de alimentos em variaepdFRANCO, LANDGRAF, 2005).

3.4 Emprego delLactobacillussp. na Fabricacdo de Alimentos

A bioconservagdo de alimentos, através da adicdanaeo-organismos ou de
substancias naturais, € uma alternativa interesgané aumentar a vida de prateleira, garantir
a seguranca microbiolégica, reduzir o uso de amitsintéticos, mantendo as caracteristicas
sensoriais e nutricionais de produtos perecivesta Eecnologia de conservacgao alimentar
amplamente utilizada nos EUA, onde conta com avagén da FDA, porém esta tecnologia
de conservacgao nao esta regulamentada na legigagdoeia. A legislacao Brasileira prevé o
uso de substancias com agcao antimicrobiana nareagge de alguns alimentos de origem
animal como fermentados lacteos, entretanto ndsuptegjislacéo especifica para o uso desse
tipo de tecnologia (CARVALHO, 2016).

As principais vantagens referentes aos usos dest®logia relacionam-se com a
menor limitacdo em relacdo aos conservantes qusniga vez que esses micro-organismos
ou substancias naturais ja estdo naturalmenterpessaos produtos fermentados; ndo sao
conhecidas resisténcias e o impacto ambiental émija que sdo rapidamente eliminadas
pela cadeia alimentar; possuem um espetro de e definido; a sua atividade é
potencializada pelo pH e apresentam um efeito git@®rcom outros agentes metabdlicos
antimicrobianos; sua utilizacdo € compativel corotalagem de produto biologico ja que a
conservacao € obtida sem conservantes quimicosleasintese (FREIRE, 2010).

O processo de bioconservacao pode apresentar acgsuardagens a possivel alteracao
das caracteristicas sensoriais dos produtos alionEtpode apresentar custos elevados para
producdo e desenvolvimento de produtos, micro-esgars e substancias com atividade
antimicrobiana (FREIRE, 2010).
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A aplicacdo delLactobacillussp. ou de suas substancias antimicrobianas em um
produto com fung&o de bioconservagédo pode ocoorara utilizacdo de técnicém situ” o
micro-organismo desenvolve-se naturalmente no almesLactobacillussp. produtores de
substancias antimicrobianas estarédo sujeitos aligfims de processamento do alimento tendo
de competir com a microflora natural do alimentm ssausar alteragfes fisico-quimicas e
sensoriais no alimento, também podem competir comrororganismos patogénicos
protegendo o alimento em casos de abuso de teme(SIAEED, SALAM, 2013).

Na utilizacdo de técnicasex situ” o crescimento microbiano é controlado e
incorporado ao alimento as substancias antimicnalsigproduzidas, as bacteriocinas podem
ser adicionadas na forma de concentrados obtidasedgimento déactobacillussp. ou as
substancias podem ser purificadas e adicionadaaliagEntos sendo possivel controlar a dose
a ser aplicada obtendo resultados mais confid{REREZ et al., 2014).

Os Lactobacillussp. sdo empregados na fabricacdo de produtosigimolactea,
carnea e vegetal, sendo os principais produtosefeiados obtidos por seu uso 0s produtos de
origem lactea como leites fermentados, bebidasdace queijos, sua aplicacdo nesses
produtos deve-se a sua ocorréncia natural na niteoblo leite e de produtos lacteos, a
manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas aohidlogicas durante a vida util do
produto (RESENDE et al., 2011), e o desenvolvimetds caracteristicas sensoriais do
produto durante os processos de fermentacdo e apatur(LIU et al., 2008; RAIEK;
IBRAHIM, 2013).

O conhecimento do metabolismo dbactobacillus sp. para sua utilizagdo como
cultura bio-protetora € fundamental, visto que réstaijeito as condicbes de processamento
que podem interferir no crescimento e producdo ulstancias com efeito antagonico, os
micro-organismos devem ser isolados e caracterszgdanto ao crescimento em diferentes
condicbes de temperatura, pH e concentracdo de, a@rminar a concentracdo minima
inibitéria das substancias produzidas contra paidggpara garantia do efeito inibitério
desejado (JACOME et al., 2013).

O uso de bactérias laticas como cultura iniciadara produtos fermentados esta
relacionado a seu metabolismo primario que coritphta a rapida acidificacdo do produto e
conservagao durante o tempo de armazenamento (RABRAHIM, 2013), o metabolismo
de proteinas e lipidios contribui para a evolugcdse domponentes de sabor e aroma de

diversos fermentados lacteos, principalmente nadjajestdo diretamente envolvidas no
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desenvolvimento doffavor” no decorrer do processo fermentativo e de matoréigh) et
al., 2008).

Durante o processo fermentativo os micro-organismtlizados como culturas
iniciadoras sofre autblise e nesse processo libgrara 0 meio extracelular componentes
citoplasmaticos, esse processo parece exercenefmnéficos na modificagdo e manutencéo
dos atributos sensoriais e fisico-quimicos do pimdprincipalmente devido a atividade
proteolitica exercida no produto (DE SOUZA, 2006).

A microbiota dos queijos contém naturalmente bagédo génerd.actobacillus e
sua aplicacdo industrial € de grande importancia @a manutencdo das caracteristicas
desejaveis do produto e da evolucao dos atribetesosiais durante o processo de maturacao,
onde esses micro-organismos Sao responsaveis @alarsao nutrientes fundamentais em
componentes do aroma e sabor do produto (HERMMANRE3).

Para o desenvolvimento das caracteristicas dofppgueimetabolismo proteolitico dos
Lactobacillusé de fundamental importancia, durante o crescinesses micro-organismos
degradam a caseina presente no queijo formandadpepte aminoacidos livres que sdo os
principais precursores dos compostos de sabor eiDE SOUZA MOTTA, 2015).

3.4 Aplicacéo delLactobacilluspara Fabricagdo de Queijo Minas Frescal

O queijo é um produto lacteo concentrado, apresel@aado valor nutricional e
pertence ao grupo de produtos lacteos ferment&didy, 2005; ONG, et al., 2007; ALVEZ
et al., 2008; PREZY, 2014.). E um produto de massa, com alto teor de umidade (46 a
55%), ndo maturado, sua vida de prateleira € cdeiae ser consumidos preferencialmente
até 28 dias apds sua fabricacdo, por apresentactedsticas que o classificam como um
produto altamente perecivel mesmo armazenado ddgeracdo (SANGALETTI et al.,
2009; REZENDE et al., 2011, PREZY, 2014).

A composicéo nutricional do queijo minas frescanpoeende em proteinas de alto
valor bioldgico, apresenta entre 12 a 18% de prateddo classificados como queijo macio,
semi gordo, com seu teor de gordura variando &fire 44%, apresenta porcentagem de

cloreto de sodio de 1,4 a 1,6%, e sua composicé@seaqa ainda vitaminas lipossolaveis, e
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calcio que possuem um papel fundamental na nuthigéwana (SANGALETTI et al., 2009;
REZENDE et al., 2011; ANDRADE et al., 2014).

E um queijo com alto teor de umidade (> 55%) e pHicp acido entre 5,1 a 5,6, essas
caracteristicas propiciam o desenvolvimento de ovicganismos patogénicos e
deteriorantes, fazendo com que o produto apresenteemo altamente perecivel e
comumente associado a doencgas transmitidas pcerdats (JAY, 2005; ALVEZ et al., 2008;
SANGALETTI et al.,, 2009; REZENDE et al.,, 2011; PREZ2014; ANDRADE, et al.,
2014).

O queijo minas frescal € um excelente meio paraegsemliolvimento de micro-
organismos, principalmente micro-organismos combfocmes totais e termotolerantes,
Listeria monocytogeneStaphylococcus aureuSalmonellaspp, sendo geralmente o veiculo
para que esses micro-organismos causem surtosfeldas e intoxicagbes alimentares
(BASTOS, et al., 2001; KOMATSU, 2008).

De acordo com padrées microbioldgicos vigentesRdsolucdo r 12 de 2001 da
ANVISA, os queijos com alta umidade (55%), como m&4 Frescal, devem apresentar a
seguinte tolerancia para amostras representatb;asx 16 UFC de coliforme de origem
termotolerante/g, 5,0 x 10UFC de estafilococos coagulase positiva/g e amdsncia de
Salmonellasp e Listeria monocytogenesm 25g.

O queijo minas frescal apresenta pH pouco acideidatle de agua e umidade
elevadas e ainda por apresentar baixa concentda;B@aCl apresenta-se como um ambiente
propicio para o desenvolvimento de micro-organisimoesejaveis (JAY, 2005; PREZY,
2014).

O uso de culturas iniciadoras e culturas coadjwsavem sido estudada para melhoria
da qualidade microbiologica no queijo minas fresitatlicionalmente esse queijo € produzida
com culturas mesofilicas.dctococcus lactjsque promovem a formacéo de acidos ao longo
do processo de fermentagéo e armazenamento dot@roduso de culturas deactobacillus
(ALVES et al, 2011; HERMMANS, 2013; PREZZI, 2014pnco coadjuvantes tem sido
estudada principalmente para a melhoria do aspaatoobiolégico, provocando também

melhorias das caracteristicas sensoriais e fisidnigas do queijo minas frescal.
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3.4.1 Micro-organismos Patogénicos Importantesadok de Queijo Minas-Frescal

Bactérias do grupo dos coliforme§almonella sp Listeria monocytogenese
Staphylococcus aureusao os principais bioindicadores de contaming@gésente em queijos
frescos, existe uma grande preocupacdo em relagé@xaidade de queijos, por veicularem
micro-organismos patogénicos comoLiateria monocytogene§FRANCO, LANDGRAF,
2008, APOLINARIO et al., 2014).

Os principais micro-organismos contaminantes paicgé relatados em casos de
infeccdes veiculadas por queijos séo:

* Coliformes a 30°C (totais): micro-organismos pertencentes a familia
Enterobactereaceaeapresentam-se como bastonetes Gram negativoseS@Emogénicos,
aerdbios ou anaerobios facultativos, fermentanosgctom formacéo de acido e gas em 24 -
48 h/ 35°C (JAY, 2005).

Coliformes a 45°C (termotolerantes)pertencem a familigEnterobactereaceae
apresentam-se como bastonetes Gram negativos,spaomgénicos, aerobios ou anaerdbios
facultativos, fermentam lactose com formacdo delca@ gas exclusivamente em 24 h/
44 ,5°c-45°C, nesse grupo apresentam-se patégenmsgeen alimentar de origem nao fecal
como Citrobacter, Enterobactere Klebsiellee de origem fecaEscherichia coli(FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

A contaminacdo proveniente do grupo dos coliforaegsponsavel por alteracdes,
como fermenta¢des incomuns e estufamento préviogdegos ocasionando mudangas em
aspectos sensoriais como cor e textura (GEORGHS) 20

* Escherichia coli:bastonete Gram negativo pertencente a fafafigrobactereacea
aerébio ou anaerdbio facultativo, pode desenvaeem temperaturas de 7°C a 45°C,
importante patdégeno de origem alimentar, com siagwariados dependendo do sorotipo
presente (JAY, 2005, FRANCO, LANDGRAF; 2008).

A E. coliapresenta seis linhagens patogénitcasoli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHECE, coli enterotoxigénica (ETECE. coli enteroinvasiva (EIEC),

E. coli aderente-difusa (DAEC) E. coli enteroagregativa, doencas causadas por linhagens
patogénicas de E. coli geralmente séao limitadagparficie da mucosa podendo disseminar

pelo organismo. Os sintomas variar entre diarre@syitos, febre, eliminacdo de sangue nas
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fezes, até a instalagdo da Sindrome Urémica HeoaolFRANCO; LANDGRAF, 2008;
JAY, 2005).

» Staphylococcus aureusapresentam-se na forma de cocos Gram positivaenpo
ocorrer sozinhos ou agrupados em pares ou cadegggilares, sdo quimiorganotroéficos,
aerdbios facultativos, catalase positiva, oxidasgativa, redutores de nitrito (FERREIRA,
2015).

Sé&o veiculados pelo ar e podem estar presentesoeiaap esgoto, agua, leite,
alimentos ou equipamentos, superficies de ambigietesanipulacdo de alimentos, nos seres
humanos e animais (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Desenvolvem-se em temperaturas entre 7 a 48°Cosantmperatura otima de
crescimento compreendida entre 30 a 37°C, apressrgaeimento em concentracoes de NacCl
de até 10%, em faixas de pH incluidas entre 4@ @ORSYTHE, 2002).

As intoxicacdes alimentares causadas por esse guatégao relacionadas com a
habilidade de produzir toxinas em condi¢des de ¢ézatpras entre 10 a 48°C, pH 4,5a9,6. A
principal doenca relacionada a ingestédo de toynaduzidas po&. aureusPara a producéo
de toxinas nos alimentos é necessario uma contagenélulas superior a AWFC/g de
alimento (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005; FRANCO; LAND@&R, 2008; APOLINARIO et
al., 2014).

A intoxicacdo alimentar estafilococica € uma das\Difais preeminentes no mundo,
causada pela ingestdo de enterotoxinas pré-fornmaaalimentos, normalmente a presenca
do patdgeno é detectada em produtos fermentadasgegen animal (FERREIRA, 2015).

» Salmonella sppEste patégeno constitui-se em um dos principaisoruoganismos
associados a enfermidades causadas por alimenttasrinados durante o processamento da
matéria prima ou por mas condi¢des de higienizdgdambiente e por contaminacao cruzada
de equipamentos e manipuladores. Sao bastonetes iG&gativos, apresentam motilidade,
nao esporulados, ndo capsulados, ndo fermentadaci@scem a temperatura 6tima de 37°C,
sdo anaerdbias facultativas e produzem gas a plartglicose (FORSYTHE, 2002; JAY,
2005; (FRANCO; LANDGRAF, 2008; APOLINARIO et al.024).

O géneroSalmonellaé dividido em dois grandes grupoSalmonella entéricae
Salmonella bongoriA Salmonella entéricpossui seis subespécies da qual a subespécie | € a
que apresenta a quantidade de 2500 sorovaresfickitis e compreende 0s sorogrupos de A

a H. Sua temperatura ideal se da em torno de 33®Cuen pH em torno de 7,0. Cepas dos
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sorogrupos de A, B, C1, C2, D e E séao as que caapanximadamente 99% das infec¢des
em ser humanos e animais de sangue quente (FORSYDAE; JAY,2005).

* Listeria monocytogenesA Listeria monocytogenepertence ao génerbisteria,
sendo a mais patogénica entre as demais espécieagemtes ao grupo. Apresentam-se na
forma de bacilos ou cocobacilos apresentando drareetre 0,5 a 2;0m, pode apresentar-se
na forma de cadeias contendo entre 3 e 5 célul&®AYG KILLINGER,1966), néo
esporulados, catalase positiva, oxidase negatiegpresentg-hemolise em agar sangue,
apresenta crescimento em condi¢cdes de aerobiaserohinse e em meios com concentragao
de CQ de até 10%, sua viruléncia pode ser explicadagrelsenca de fatores de adesao que
permitem a interacdo com os acidos teicoicos dabreema plasmatica da célula hospedeira.
um micro-organismo psicrofilico crescendo em terapeas de refrigeracdo, compreendendo
temperaturas entre 1 a 45°C, sendo sua tempegdinma de crescimento nas temperaturas de
30a37°C.

Apresenta baixa resisténcia ao tratamento térmécwics facilmente eliminada no
processo de pasteurizacao do leite (BARANCELLI,190Condi¢coes de temperatura entre 20
e 25°C h& o desenvolvimento do flagelo peritrigizipendo com que o micro-organismo
desenvolva motilidade (GRAY; KILLINGER, 1966).

Fatores como pH e concentracdes elevadas de NaGmp&dem o desenvolvimento
de Listeria monocytogene$a relatos na literatura que indicam o cresciment uma faixa
de pH que compreende uma faixa entre 4,4 a 9,8psepH 6timo para o cultivo dasteria
monocytogenesompreendido entre 7,0 a 7,5. Outro fator assocgddesenvolvimento de
Listeria monocytogenesos alimentos € sua tolerancia a altas concemisag® NaCl sendo
possivel observar o crescimento ldeteria monocytogenesm concentracfes de até 10 %
NaCl (JACQUET et al., 1995).

Apresenta 13 sorotipos, Y2a, Y%b, Y%c, 3a, 3b, 3c4dhb, 4b, 4c, 4d, 4e, “7", a
sorotipagem deéisteria monocytogenes baseada nos antigenos somaticos (O) e flagglar(H
0S sorotipos que ocorrem em maior frequéncia emgadsetransmitidas por alimentos sao os
sorotipos Yza, ¥%2b, Y2c, e em casos clinicos os parscsorotipos isolados séo os 12, 1b e 4b,
representando aproximadamente 90% dos casos aednf@orlListeria monocytogene®©s
isolados clinicos representam uma maior taxa déidatle em doses baixas (TORRES et al.,
2005).



4 METODOLOGIA

4.1 Condigbes de crescimento e Cultivo de Bactéride Acido Latico

Os isolados cultivados dé.actobacillus sp. pertencentes ao Laboratorio de
Microbiologia da Unoesc-Videira, foram obtidos artppade produtos carneos da regiao
BORDIGNON (2005); GATTI (2007); DEBASTIANI (2012) selecionados aleatoriamente
para o ensaio de acdo antimicrobiana, 0S micror®eS encontram-se em um banco de
linhagens com oslLactobacillus sp. Essas linhagens, assim como os padrées, estao
preservados em glicerol 25% e sdo mantidas emeiree20°C.

Os isolados foram cultivados em caldo MRS. A reato e cultivo dos isolados foi
realizado inoculadando 1 mL do material armazenadoubado sob condi¢cdes de
microaerofilia a 35°C/ 24 h.

Apés a incubacdo os tubos que apresentaram cregoinieram inoculados por
estriamento em 4gar MRS em e incubados a 30°CAx¥bmicroaerofilia para obtencéo de

colénias isoladas puras.

4.2 CondigOes de Cultivo e Crescimento dos Micro-ganismos Indicadores

Os indicadores utilizados no presente estudo sé&engentes a colegcdo de micro-
organismos ATCC American Type Culture Collectiin Enterococcus faecaligATCC
29212) Escherichia col(ATCC 25922) Staphylococcus aureTCC 25923) Salmonella
Typhimurium (ATCC14028) para cultivo, e o cultive disteria monocytogeneScott A
realizados em meio caldo BHI.

Para o cultivo inocula-se uma colonia pura isold@aultura previamente crescida em
agar BHI em 5mL de caldo BHI, pata faecalis E. coli S. aureuse S. Typhimurium
incubados a 37°C por 24 h e paramonocytogenes incubacéo realizou-se a 30°C por 24 h.

Para posterior utilizacdo nos ensaios de atividadenicrobiana.
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4.3 Caracterizacdo Fenotipica e Bioquimica de Bactas Laticas

4.3.1 Aspectos Morfolégicos dos Isoladas

Os cultivos purificados incubados em Agar MRS forsuthmetidos & coloracéo de
Gram para observacéo da Morfologia e diferencastasiis da parede celular.

A partir da observacdo em microscopio O6ptico, qoamgbresentarem aspectos
morfolégicos de bacilos ou cocos Gram positivosarfo testados quanto a producdo da
enzima catalase (REZENDE et al., 2011).

4.3.2 Prova da Catalase

Uma algada de uma col6nia tipicas crescida em M&S8 (30°C/24h) foi transferida
para uma lamina de microscopia e adicionada uma d@tperoxido de hidrogénio {Bh)
3%, de evidenciado o borbulhamento imediato a eaeé positiva, caso o borbulhamento

nao ocorra a reacao sera negativa (DUARTE et@L6)

4.3.3 Fermentacao de Carboidratos

Os isolados Gram positivos catalase negativa fdemtados quanto a capacidade de
fermentar carboidratos, 1 mL das culturas dos deslativeram seu pH ajustado para 7
utilizando-se NaOH 0,1 mol/L, foram semeados em b5uel caldo vermelho de fenol
adicionado de 0,01% dos acucares glicose, lactasarose e sorbitol.

Os tubos foram incubados a 37°C por 48h. A modiéicada coloracdo do meio para
amarelo indica a fermentacdo do carboidrato, c@soacorra modificacdo na coloracédo do

meio indica que ndo ocorreu a fermentacao.
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4.4 Analise da Producao de Substancias Antimicrobieas

A verificagdo da atividade antimicrobiana de baatedo acido latico foi realizada
utilizando o método de difusdo em &gar, permitinmoa analise mais completa com a
producdo de compostos que se formardo na placatdeffente aos patégenos em estudo, 0s
ensaios foram realizados em triplicata para maiafiabilidade dos resultados.

Para a avaliacdo do potencial de substancias antibinas, em particular a de
bacteriocinas produzidas por bactérias laticagjtfizado a metodologisvell diffusion assay
(difusdo em pocos), segundo Schillinger e Lucke3@)9oram utilizados 1Q4. de cultura
indicadora E. coli, E. faecalis, L. monocytogen&s aureuse Salmonellal'yphimurium).

Os indicadores previamente crescidos em caldo Btahi inoculados pelo método de
semeadura em profundidade em agar BHI. Apés aifscdiciio foram perfurados pocos de 6
mm de diametro onde ocorreu a adicdo d@l7@do sobrenadante da centrifugacdo (5min a
1000 rpm) do caldo das culturas de bactéria l@tiesiamente crescidas em caldo MRS.

O pH das culturas foi ajustado para 5,5-6,0 com Hl&N. Como controle positivo
um poc¢o foi completado com 70L de solucdo de nisina contendo 10D (Nisaplin,
Applin&Barret, Inglaterra) e como controle negativOuL caldo MRS estéril.

A incubacéo realizou-se a 37°C por 24 horas paraoli, E. faecalis, Salmonella
Typhimurium eS. aureuse paraListeria monocytogengsncubacdo a 30°C por 24 horas.
Durante a incubacdo, a substancia produzida petarizlatica testada difundiu-se pelo agar,
inibindo o crescimento do indicador e formando uaiohao redor do orificiocaso a

substancia tenha carater inibidor do crescimeniuttara indicadora.

4.5 Caracterizacao Tecnoldgica deactobacillussp.

Os isolados selecionados a partir das técnicasi@ete foram avaliados quanto as
suas caracteristicas tecnoldgicas, deu-se énfasa&rateristicas relacionadas ao produto ao

qual as culturas em estudo foram adicionadas, @ plr avaliacdo do crescimento em:
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extremos de temperatura, pH e diferentes concémsage sal, formacédo de gas a partir da

glicose, producéo de diacetil.

4.5.1 Producéo de Gas a partir da Glicose

Para observar a producédo de gas a partir da glicostilizado caldo MRS (glicose
20 g/L, proteose peptona 10g/L, extrato de carrike, &xtrato de levedura 4g/L, polisorbato
80 1 ml/ L, fosfato dipotassio 2g/L, acetato deisdsb/L, citrato diambnio 5g/L, sulfato
magneésio 0,2¢g/L, e sulfato manganés 0,05g/L), cniaidubos de Durhan invertidos para a
coleta do gas produzido pela fementacéo, determipath inoculacdo ao nivel de 10% da
cultura, previamente reativada em caldo MRS e iadaba 37°C sob agitagéo, por 24h,

decorrido esse tempo foi observada a presencasémeia de gas.

4.5.2 Tolerancia a variagoes de Temperatura, cotrtagéo de NaCl e pH

A tolerancia a extremos de temperatura, concerdrdg&| e pH foi determinada pelo
inoculo ao nivel de 1% da cultura crescida em c8éS, foi transferido 1 mL da cultura
para tubos contendo caldo MRS com concentracad’ded® e 8% de NaCl, incubados a
30°C/24h, os isolados foram incubados a tempematlgdal0°, 37°C e 45°C /24 h, os teste de
pH foram realizados a partir do cultivo dos isoa@m pH 2,0, 4,5 e 6,0 o crescimento foi
determinado por espectrofotometria a 520 nm e gentacom resultados expressos em
UFC/mL.

Para a determinacdo das unidades formadoras deixgd@ra o crescimento em
diferentes temperaturas, concentracdo de NaCl efpHsealizada pela regresséo linear dos
valores de UFC, em relacdo a densidade Opticaéatrda equacado y= 2e-08x+0,0774, R=
0,9514 (POFFO, 2011).

Os resultados foram avaliados pelo teste de Tuke} ale significancia utilizando o

software estatistico Statistica ® 10 para Windows.
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4.5.3 Producéo de Diacetil

A producéao de diacetil foi determinada por omxingde 1mL das culturas inoculada
a 1% e incubada por 24 horas a 30°C, com 0,5 mi-ristol (1% em 96% de etanol) e 0,5
mL de hidréxido de potassio a 16%. O mixing foiubado a 30°C por 10 min, quando ocorre
a formacdo de um halo purpura no topo de tubo @cesera positiva, caso o halo apresente

coloracdo amarelada a reacéo é considerada negativa

4 5.4 Resistencia a antibi6ticos

Os isolados LCO7, LC31 e LSBO09 foram selecionadoptérios tecnoldgicos para a
fabricacdo do queijo minas frescal e ensaio deic&ib frente a patogenos, o perfil de
resisténcia a antibiéticos foi obtido utilizandaretodologia de disco difusdo descrita por
Kirby e Bauer (1966). Utilizando a série de disbhdtifar 15 Série Gram-Positiva (CEFAR-
Diagnostica, Brasil), com os antibiéticos CefalafitClindamicina, Eritromicina, Oxacilina,
Penicilina G, Vancomicina, Amicacina, Ampicilina, eftazidima, Ciprofloxacino,

Cotrimoxazol, Cloranfenicol, Gentamicina, Tetraiciale Tobramicina.

4.6 Fabricacdo do Queijo Minas Frescal Adicionadoe Bactérias do Acido Latico

Produtoras de Substancias Antimicrobianas

As culturas lacteas previamente selecionadas fasmsolados déactobacillussp.
LCO7, LC31 e LSB09 devido ao perfil de inibicdo platdogenos e critérios tecnologicos
relacionados as condi¢cdes em que serdo exposi@stelar processo de fabricacdo do queijo
minas frescal.
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Primeiramente, os isolados de bactérias laticasrfavaliados quanto ao potencial de
inibicdo de micro-organismos patogénicos em Qudijoas Frescal. Apds o Queijos Minas
Frescal, produzido com a adicdo dessas bactédaayéliado quanto a parametros fisico-
quimico, microbiolégicos e sensoriais. Comparanoim © queijo produzido com fermento

comercial mesofilico tipo O (Docina ®).

4.6.1 Determinacdo do potencial das Bactérias la&iaca Inibicdo de micro-

organismo Patogénicos em Queijo Minas Frescal

Nesta analise foram realizados dois planejameptaseiro, foi avaliado o potencial
do Pool de Lactobacilluspré-selecionados (LCO7, LC31 e LSB09) em iniberescimento
dos micro-organismos testes patogénidascpli, L. monocytogenes. aureuse Salmonella
Typhimurium) inoculados no queijo minas frescall{@a 2); em um segundo momento, foi
avaliado o potencial de cadlactobacillussp. individualmente, em inib8. aureugTabela
3).

Para fabricacdo dos queijos foram utilizados 5@ llette pasteurizado, totalizando 12
pecas que foram fracionadas em 60 por¢cdOes de Bibgladas separadamente para utilizacao
nos dias decorrentes das analises.

O leite foi aquecido a 35°C, neste foi adicionadoL6de solucdo de Cagh 50%.
Neste momento foram adicionadosL@&tobacilluscom atividade antimicrobiana ool ou
cada isolado individualmente, conforme o experimeiu fermento comercial mesofilico
tipo O (Docina ®) na proporcao de 10% do volumaltde leite utilizado para a fabricacao
do queijo. A mistura foi incubada em estufa a 3paa manutencdo da temperatura ideal
para acdo das enzimas formadoras do coalho e pamaltgplicacdo da cultura, apés o
processo de coagulacéo foi realizado o corte daarexs cubos de 2 cm de aresta, realizando
a etapa de mexedura que tem por finalidade a @degsor o processo de mexedura deve ser
realizado lentamente até total exsudacéao do sointedor dos grédo da coalhada (Figura 2)
(FURTADO,1994) Referenciar

Apés a dessora parcial da massa foi realizado @epso de enformagem e prensagem
para retirada do soro e compactacdo da massa,pe#fisie dos queijos foi inoculado as

culturas indicadoras de acordo com os tratamentos.
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Para a obtencdo dBool de Lactobacillussp., os 3 isolados foram inoculados em
caldo MRS incubado a 37°C/ 24h em jarra de anaesebiApos o crescimento, foi
transferido 1mL (3,00xFOUFC/mL) dessepool para 10mL de caldo MRS, seguida de
incubacdo a 37°C por 20h..Para inoculacdo no qusjenoculos foram obtidos em 200 mL
de leite desnatado reconstituido (0,5%) e incuba®¥°C/ 24 h, apds o pré-indculo foi
adicionado ao leite para fabricacdo do queijo minascal de acordo com os tratamentos
(FURTADO,1994) .

Lactobacilluscom atividade antimicrobiand@ ol de Lactobacilluscontendo LCO7,
LC31 e LSB09) a concentracao celular final adicitmaos queijos foi de 1,15xf0JFC/mL
(Tabela 2). J4 para 0 ensaio de inibicdo freBteaureusos isolados LCO7 (7,58x10
UFC/mL), LC31 (1,51 x1DUFC/mL) e o LSB09 (2,01xFaFC/mL) foram inoculados em
10 mL de caldo MRS incubados a 37°C/20 h.

Tabela 2: Andlise do potencial ool de Lactobacillussp. em inibir patdgenos em Queijo Minas
Frescal

Tratamento Pool E. coli L. momocytogenes  S. aureus S.
Lactobacillus Typhimurium

T - 6,81x10 - -
T2 1,15x16°  6,81x16 = =
T3 - - 5,35x10 -
T4 1,15x10° - 5,35x10 -
TS - - - - 1,47x10
T6 1,15x16° = = = 1,47x16
7 - - - 1,47x10
T8 1,15x16° 1,47x10

Os valores compreendem a concentragdo em UFC adins para cada microrganismo nos tratamentos.
Os experimentos foram realizados em duplicata.

(*) Queijos elaborados como controle positivo descimento foi utilizado como inéculo para a ferragéb do
gueijo o fermento mesofilico tipo O (Docina ®)

Apos, foi realizado o segundo experimento, anatisasse a acao individual de cada

um dos isolados sobreSh aureusonforme delineamento apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3: Andlise do potencial dioactobacillussp. em inibirS. aureugm Queijo Minas Frescal

Tratamento Lactobacillus S. aureus
(UFC) (UFC)

T9 B09 (7,80 x10) 1,47x10

T10 LCo7 6,50 x13%) 1,47x16

T11 LC31(7,80 x16) 1,47x16

T12 - 1,47x10

Os valores compreendem a concentragdo em UFC mdidns para cada microrganismo nos
tratamentos.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

Um controle adicional foi realizado com a inoculagdo Pool de Lactobacillus
consistindo no controle negativo do desenvolvimertos indicadores, e para o
acompanhamento do desenvolvimento dos isoladost@ungperiodo de armazenamento.

Foram inoculados 100L dos micro-organismos indicadores na superfice qieijos
de acordo com os tratamentos delineados na Taleer@ 2 abela 3.

O produto foi embalado e armazenado geladeira paeatura de 10°C + 2°C por 28
dias onde foram realizadas as analises microbmdSgipara contagem deé. coli, L.
monocytogenegsS. aureuse SalmonellaTyphimurium, e contagem de bactérias laticas

conforme representado no Fluxograma 1.
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FLuxograma 1: Fluxograma da fabricagdo do queijmmfrescal adicionado de Bactérias laticas com
atividade antimicrobiana e micro-organismos indiced para ensaio de inibicdo.

LEITE <:
CaCl, 50%
PASTEURIZADO S
v
AQUECIMENTO
35°C e
.
/ Pool Lactobacilius \
COAGULANTE conforme )
HA-LA ® tratamento
i \\ (Tabela 2 e 3) B
INCUBACAO ~ L
35°C/40 MIN SER—
L {} J
's B
COAGULACAO E
CORTE
\_ U o
' B
MEXEDURA
L U J
" N Inoculagiio das
ENFORMAGEM culturas
L indicadoras
<7 conforme o
i tratamento
PRENSAGEM
(Tabela 2 e 3)
L
2
EMBALAGEM J
L
e
ARMAZENAMENTO ]
L

Avalia¢io Sensorial 21° Dia \
de armazenamento

Contagem dos Patogenos

Dias: 0,7,14,21 ¢ 28

Fonte: Autor (2016).

A contagem foi realizada pela semeadura diretaocord Silva et al. (1998). Foram
homogeneizado 10 g do queijo em 90 mL de agua pagto Volumes de 0.1ml da amostra e

de cada diluicdo foram semeados em profundidadégamseletivoE. coli (agar EMB),L.
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monocytogene@gar ALOA),S. aureugagar Baird Parker) almonellalyphimurium(agar
XLD)). As placas foram incubadas a 37°C por 24 ahdBas. Para posterior contagem, 0s
resultados obtidos nas contagens durante 28 diasifexpressos em UFC/10g do produto.
Todas as analises foram realizadas em duplicata.

Para contagem de bactérias laticas foi homogereit@dy da amostra de queijo em
90 mL de agua peptonada, a contagem foi realizaltagtagueamento em profundidade em
agar M 17, seqguido de incubacdo em jarra de anasehl 37°C por 48 horas (IDF, 1997).
Todos os testes foram realizados em duplicata pparar confiabilidade dos resultados. Os
resultados das contagens de bactérias laticastdwar28 dias de armazenamento do produto

foram analisados por ANOVA e teste de Tukey a 5e%ignificancia.

Esquema 1: Contagem de bactérias laticas

25g de amostra+225mL de LDR 0,5%
Incubagio a 30°C/24 h microaerofilia

I

1mL do Cultivo + 9mL de

Solugio Salina 0.85%
'

Diluigées 102 10°

i

SR &

101 102 103 10+ 10% 104 107 103 0%
v ' ' ' ' ' ' ' !
100 L de cada dilnicio,
incubacio em igar MRS
30:C24 ke

Contagem
Resultados Expressos em UFC/mL

Fonte: IDF (1997)

4.6.2 Caracterizacdo do Queijo Minas Frescal Adigido de Bactérias Laticas

Produtoras de Substancias Antimicrobianas

Como parametro fisico-quimico de acompanhamentantieilo armazenamento foram

realizadas analise de pH nos dias 0, 1, 7, 14, 2. ®ara acompanhamento da relacdo das
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alteracdes de pH com a manutencdo das culturamdagirotetoras e das caracteristicas
sensoriais do produto.

As andlises microbiolégicas para assegurar a qdsdidnicrobiolégica do produto
foram analisadas de acordo com a metodologia d@sem BRASIL, 2003, e 0s micro-
organismos analisados encontram-se descritos relalrdpos resultados foram analisados de
acordo com BRASIL, 2001.

Tabela 4: Analises Microbiolégicas do Queijo Mifasscal

Analises Microbioldgicas

Anélise Método’
Mesdfilos Contagem em Placas (PCA)
Staphylococcus aureus Contagem d&taphylococcus aureus
Coliformes Totais e Termotolerantes Numero mais Provavel

* Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microlfigicas para Controle de Produtos de Origem Anawsgua
Fonte: BRASIL, 2003.

4.6.3 Avaliacao sensorial do Queijo Minas Fresadiceonado de Bactérias Laticas

A analise sensorial foi conduzida no Laboratério Mlgricdo da Universidade do
Oeste de Santa Catarina 24 horas apos a fabricdgaproduto, e no 21° dia de
armazenamento, o painel sensorial foi composto @eprovadores ndo treinados, que
receberam a amostra do queijo adicionado do pobad®bacillus(amostra 002) e a amostra
de queijo minas frescal produzido com fermentodgjiwo tipo O (amostra 001) juntamente
com a ficha de avaliagao.

O teste de aceitacdo foi aplicado usando escaldniedde 5 pontos sendo: 1- para
nao aprovei o produto e 5- para aprovei o proddtteste envolvendo a formulacdo avaliou
0S seguintes parametros: aparéncia, cor, odourgegtsabor.

Os resultados da andlise sensorial foram avaliagkiatisticamente através de
ANOVA e teste de média de Tukey a 5% de signifigintlizando o software STATISTICA
10.
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4.7 Identificacdo Molecular das Bactérias Laticas

Para anélise molecular foi utilizada a técnica dDRA, a técnica utilizada foram
construidos e analisados os perfis molecularestga@mdos com as referéncias (padrbes),
possibilitando a determinacao das linhagens.

Para a realizacao da técnica foi procedida a édrdg DNA gendémico dos isolados,
a amplificacdo do rDNA 16S e a clivagem com endmase de restricdo (VENTURA et al.,
2000).

4.7.1 Extracdo do DNA

Apés a caracterizacdo morfologica e bioquimica, iszsdados que apresentarem
caracteristicas potenciais para utilizacdo comtuaulbioprotetora em produtos lacteos, os
micro-organismos foram inoculados em caldo MRS paraultivos e em seguida realizagao
extracdo de DNA conforme SAMBROOK e RUSSEL (20@bm algumas modificacdes.

Apos a confirmacédo do crescimento, as culturasrfdransferidas para um microtubo
de microcentrifuga de 2mL par centrifugacao a 5m@@d durante 5Smin.

O sobrenadante foi descartado, e as células ressapem 5QQ de solugdo TE
(10mM Tris 25Mm EDTA pH 8) ou FTA (solucdo para raxfio). Adiciona-se 2& de
solucéo estoque de lisozyma @80mL) incubado a 37°C por aproximadamente 30 min.

Foi adicionado 1L de proteinase K e procedida uma nova incubac&@@anin. a
uma temperatura de 37°C. Adiciona-s@l6@de SDS 20% ou o dobro de SDS 10%, mistura-
se sob leve agitacdo e incuba-se a 60°C em banha pua cerca de 15min. Procedeu-se a
adicdo de 50@0L de fenol-cloroférmio agitando vigorosamente enitampr tipo vortex
seguido de centrifugacao a 10.000 rpm durante 1dd@pois transferiu-se a fase aquosa para
outros microtubos de 2mL e adicionando-seidO@e fenol-cloroférmio, agitando em vortex
vigorosamente. Centrifuga-se a 10.000rpm por mamirl Transfere-se uma aliquota de

aproximadamente 5QQ com micropipeta, da parte superior (aquosa) pai@otubos de
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1,5mL, adicionando-se Q0 de NaCl 5M (concentracéo final de 0,1M) e proecsdea
precipitacdo dos acidos nucléicos com 2 volumestdeol absoluto (1mL) e coloca-se por
cerca de 1h em freezer a temperatura aproximad208€. Procede-se nova centrifugacdo a
10.000 rpm durante 20min, descarta-se 0 sobreredant precipitado de acidos nucléicos
foram lavados com 5@Q de etanol 70% gelado. Deixa-se secar a temparaimbiente ou
em microtubos abertos por aproximadamente Sminstuaiaea 37°C, procede-se a dissolucéo
em 6QuL de TE.

Acrescenta-se 2. de RNAse em cada microtubo incubado a temperatoraiente
por cerca del0min.

Os DNAs extraidos dos isolados foram analisadogletroforese de gel de agarose a
1%. O material foi estocado a uma temperatura @C;2para posteriormente ser utilizado na

amplificacéo pela técnica de Reacdo em Cadeia lifadtase (PCR).

4.7.2 Amplificacdo e clivagem do DNA 16S por PCR

Para a realizagdo da técnica de ARDRA foi amplifica regido do rDNA 16S dos
isolados dd_actobacillusspp. e seguida por clivagem com endonuclease tigzéesAlu |
(AGCT). Dessa forma, primeiramente foi obtido unnfipele bandas dessa regido de RNAr
16S para cada espécie padraoLdetobacillusspp. €. sakeiATCC 15521,L. plantarum
ATCC 8014,L. caseiATCC 393,L. acidophilusATCC 4356,L. delbrueckii subsp. lactis
ATCC 7830,L. brevisATCC 367,L. lendnerj L. curvatusL442 eL. fermentusATCC 9338),

e depois obtidos os perfis de bandas dos isoladosngarados com os padrdes para
confirmacédo da espécie.

Na amplificacdo do gene 16S rRNA, amersutilizados foram oprimersuniversais
FD1 (5' — AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3') e RP2 (5' -GGAETCTTGTTACGACTT -
3") (WEISBURG et al., 1991).

Na reacao foi utilizado 15,8 de agua estéril, 2% de Tampao 10X, dL de primer
Foward e L de Reverse (25 pmall), 1uL de cloreto de magnésio (50 mMul2de dNTPs
(2 mM), 1,2%L de DMSO e AL de DNA molde (50 ngiL) e adicionadou-se Q42 da
enzima Taq (5 U), para um volume final deuR5Foi realizado um controle negativo (sem
DNA).
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas emoatador da marca hermo
EletronCorpmodelo HBSP02110. Sendo as condi¢Ges para a rel@camplificacdo: 96°C
por 5 minutos; 35 ciclos a 94°C por 40 segundo$8CHibr 1minuto; e 72°C por 1 minuto e
30 segundos. No ultimo estagio da reacao ser&aealium ciclo de 72°C por 10 minutos e
4°C por 10 minutos.

Os produtos da amplificagéo foram analisados etroédeese de gel de agarose a 1%.
Os amplicons obtidos do DNAr 16S sofrerdo clivageom enzimas de restricdo Alul
(Fermentas). Apos a reacdo de PCR os fragmentesiagerde DNA serdo separados por
eletroforese em gel de agarose 3%, visualizaddsizuitravioleta e fotografado com camara
para fotografia de gePhotoCapt Softwareersion 12,5 foWindows- Vilber lourmad.

Os isolados que néo foram identificados pela técde ARDRA tiveram a regido do
DNAr sequenciadas para determinar a espécie. aplicons foram purificados
(SAMBROOK, RUSSEL, 2001¢ enviados para sequenciamento para a empresadunest
deste servigo Luwing Biotetitp://ludwigbiotec.com.by/UFRGS). A quantidade de DNA e

primer para sequenciamento seguiu as condicdes detemsipath empresa. A qualidade das
bases obtidas foram avaliadas pelo programa Phiep Rintes das mesmas serem
comparadas com as sequéncias disponiveis no GenBsarkdo o programa BLAST
(Altschul et al., 1997; NCBI - http:www.ncbi.nImimgov/BLAST/).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram reativadas 88 isolados obtidos a partir ddyios carneos da regido (GATTI,
2007; BORDIGNON, 2005; DEBASTIANI, 2012; BARATTO, 022) que estavam
armazenados em freezers pertencentes aos Labosatde Biotecnologia de Micro-
organismos na Agroindustria | e Il. Os isoladosferinoculados em caldo MRS e incubados
em jarras de anaerobiose a 35°C / 24h.

As culturas reativadas foram inoculadas em agar NMRR8bado a 35°C/ 24h sob
condicOes de anaerobiose, para confirmacdo dagudeezsolado foi procedido a coloracdo
diferencial de Gram e a prova da catalase.

Os isolados que se encontravam contaminados foescadados do presente estudo,
para maior confiabilidade dos resultados.

Todos os isolados puros testados apresentarammse Gyam positivos, catalase
negativa, 86 dos isolados estudados apresentavarologia em forma de bacilos, e 2

isolados como cocos.

5.1 Producéo de Substancias Antimicrobianas

Os isolados que apresentaram caracteristicas rogidas e fenotipicas adequadas
foram testados através do meétodo de difusdo emsppeaca a capacidade de produzir
substancias inibitorias do crescimento dos prinsip@cro-organismos patogénicos (Tabela
2) veiculados por queijos frescos (FRANCO; LANDGRAXO08; APOLINARIO et al
2014).

Dos 88 isolados testados 40 apresentaram ativittedée a pelo menos um dos
indicadores utilizados, desses 50% inibir&n coli, 55% inibiram o crescimento de.
monocytogengs57,5% inibiramS. aureus 47,5% inibiram o crescimento dgalmonella
Typhimurium, e 20% dos 40 isolados apresentaramidatie frente a todos os indicadores
utilizados no estudo. Na tabela 3 estdo represestapgenas as que apresentaram atividade

antimicrobiana ao menos para um dos micro-orgarsgesies.
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Tabela 5: Perfil de inibicdo dos isolados de b#téiéticas frente aos micro-organismos indicadores
utilizados no estudo

. . L. S.
E. coli E. faecalis S. aureus LT
Isolado monocytogenes Typhimurium

Tamanho halo (mm) |

LCO1
LCO05
LCO7
LCO08
LC11
LC12
LC13
LC18
LC19
LC20
LC21
LC22
LC23
LC24
LC25
LC28
LC31
LC32
LC33
LC34
LC35
LC38
LC39
LC42
LC43
LCA2
LCA7
LCA10
LCA14
LCA32
LSBO1
LSBO5
LSB06
LSB09
Ls1.2
Ls2.2
LS3.9
LS5.2
LS7.5
LsS8.1
LS20.3

LC: Lactobacillussp. isolados pddebastiani (2012).

LCA: isolados dd actobacillussp. Baratto (2012).

LS: isolados déactobacillussp, Gatti (2007) e Bordignon (2010).

. ndo apresenta halo de inibicdo.

Os isolados em destaque apresentaram atividade figndos os indicadores testados.
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Os halos de inibicdo apresentaram diametro engr&rhim, sendo que os isolados que
apresentaram halos de tamanho entre 1 e 4 mm @azaot como inibicdo fraca dos
patdbgenos em estudo, o isolado LS3.9 apresentaudeainibicio com 5mm de diametro
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frente L. monocytogenesapresentando inibicdo média, isso deve-se a agdz do
sobrenadante sem o processo de concentracdo dtoexinteico e a neutralizacdo dos 4cidos
produzidos pela cultura, em estudos realizado\Neto et al. (2005), Chioda et al. (2007) e
Costa (2012) observaram halos de inibicdo com msitamanhos atribuindo-os a presenca
de acidos organicos e outras substancias inibst@idecrescimento microbiano. A exclusdo do
acido promove a inibig&do por bacteriocinas e pelmxie hidrogénio (DE MARTINIS, 2001),
isso pode ser evidenciado pela formacdo do halanibécdo definido como pode ser

observado na Fotografia 1.

Fotografial: Halos de inibicdo dos isolados LCQZXC8 frentelL. monocytogenesvidenciando a
formacao de halo definido.

Fonte: Autor (2016).

A atividade antimicrobiana dos isolados verificagstdo em concordéancia com
resultados obtidos por Neto et al. (2005) que detnaram a acdo antagonista de
Lactobacillus spp. Frente &. aureusL. monocytogenes E. coli. Chioda et al. (2007)
também observaram acao antagonista de algumasiasdédicas contr&almonellaspp.,E.
coli O157:H7 €S. aureus

A utilizacdo delLactobacillus com acdo comprovada frete a micro-organismos
patogénicos na fabricacdo de produtos fermentadosridjem animal promovem uma
melhora na seguranca alimentar, tornando essesitpeothais seguros aos consumidores.
Quando estas linhagens exibem também outras cdstices tecnoldgicas, sua potencial
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aplicacdo na industria de alimentos € ampliadajefgvorece tanto as pesquisas académicas
guanto o desenvolvimento de produtos em nivel indl$COSTA, 2012).

5.2 Caracterizacao Tecnoldgica deactobacillus

A caracterizacao tecnoldgica foi realizada nosaos LCA02, LC07, LC11, LCA14,
LC20, LC23, LC31 e LSBO09 os quais apresentarandaiile antimicrobiana frente a todos os
micro-organismos testados.

Determinando o crescimento nas temperaturas de, 187€C e 45° foi possivel
observar que a temperatura de 37°C houve um megscimento dos isolados, e 0 menor
crescimento foi apresentado na temperatura de @é5féico 1).

O crescimento na temperatura de 37°C apresentoeredda significativa de
crescimento em relacdo as demais temperaturas) sgredentre as temperaturas de 10°C e
45°C os isolados demonstraram melhor crescimetémperatura de 10°C

Gréfico 1: Crescimento ddsactobacillusisolados nas temperaturas 10°, 37° e 45°C.

1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04 B Temperatura 10°C

UFC/mL

Temperatura 37°C
1,00E+03
W Temperatura 45°C

1,00F+0?

1,00E+01

1,00E+00
LCAO2 LCO7 LCI1 LC14 LC20 LC23 LC31 LSBO9

Isolados de Bactérias Lacticas

Fonte: Autor (2016).
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Entre os isolados os maiores crescimentos foramsaptados pelos isolados; LC31
(1,31x10 UFC/mL) a temperatura de 10°C, LCA14 (2,09%X10FC/mL) a temperatura de
37°C e o isolado LCO7 (1,74x100FC/mL) a temperatura de 45°C. O menor crescimfaito
observado no isolado 11, 10°C (3,87 %10FC/mL), a 37°C (1,2 x10 UFC/m[) e na
temperatura de 45°C o isolado n&o apresentou nresto.

Ao estudarem o crescimento de bactérias laticadifementes temperaturas Ishikawaa
et al. (2003) e Poffo et al. (2011) observaram wesamento significativo a temperatura de
37°C em relacdo ao crescimento a 10°C e 45°C ocmraoblo com os resultados obtidos no
presente trabalho.

A temperatura é um fator importante, pois deterdosgrodutos, como o queijo pode
passar por processos de defumacéo e refrigeragée, atas e baixas temperaturas podem
exercer efeito bactericida nestes micro-organisroasdiminuir a capacidade de produzir
substancias antimicrobianas (SCHILLINGER, 1996).

A capacidade de crescerem em temperaturas de 1@52G=¢€ um fator importante
para o desenvolvimento déactobacillus em produtos fermentados, favorecendo a
competicdo por nutrientes no periodo de armazenamdon produto, diminuindo o
crescimento de micro-organismos patogénicos. Cdosam efeito de protecdo em produtos
fermentados expostos a abusos de temperatura €ucarperiodo de armazenamento
(VASQUEZ et al., 2009).

Quando submetidos as concentracdo de 0, 4 e 8%a@kds isolados apresentaram
crescimento em todas as concentracdes a quais Bulmetidas, sendo o tratamento de 0%
quando comparada as demais concentracbes tevénmege significativo, comparando o0s
crescimentos a concentracdo de 4% foram supeasr8%o (Grafico 2).

Nas diferentes concentracbes foram observados @semarescimentos no isolado
LC14 (2,08 x16 Log UFC/mL) a 0% de NaCl, no isolado LSB09 (2@®’ log UFC/mL) a
4% e o isolado LC23 (1,39 x1QFC/mL), o isolado LC11 apresentou menor cresciman
0% (1,19 x10 UFC/mL) e 8% (7,27 xTOUFC/mL) e o isolado LC20 (8,67 x1QFC/mL)

apresentou menor crescimento a concentracéo de 8%.
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Graéfico 2: Crescimento dos isolados nas concergsagd 0%, 4% e 8% de NaCl
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Fonte: Autor, (2016).

Os micro-organismos pertencentes ao grupo dasrizactéticas principalmente os
Lactobacillus apresentam tolerancia a presenca de altas cong@edrade NaCl, sendo
considerados micro-organismos halotolerantes, podiEsenvolver-se em concentracdes de
até 10% NaCl, e seu crescimento pode ser limitadobaixas concentracdes de NaCl
(POFFO et al.,, 2011), tendéncia ndo confirmada resgmte estudo onde o0s micro-
organismos estudados apresentaram crescimentéicggmo na auséncia do NacCl.

O NacCl é utilizado como componente das caractesistorganolépticas e aplicado
como conservante de produtos alimenticios, suapgasé um fator limitante no crescimento
microbiano, atua como uma barreira para o cresdonele patdégenos, o fato dos
Lactobacillus isolados crescerem em diversas concentracfes dd fdaorece o seu
desenvolvimento em relacdo aos patdégenos, o fat@idefetar o crescimento dos isolados
beneficia sua aplicacdo em produtos onde o NaG@liZzado (GUTIERREZ et al., 1995).

O pH onde o melhor crescimento foi apresentado fie 4,5, seguido do pH6,0 e com
menor crescimento o pH 2,0, a diferenca signifigatoi apresentado no pH 4,5 devido a este
ser o pH ideal de crescimento dos isolados (Gr&jco

Os isolados LCO7 (7,32 x1@WFC/mL), LC11 (2,53 x1OUFC/mL) e LCA14 (2,09

x10" UFC/mL) apresentaram maior crescimento nos pHs42%e 6,0 respectivamente e 0s
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isolados LCA14 (4,92 xfOUFC/mL) , LC20 (1,90 x10 UFC/mL) e LCO7 (1,25 x10
UFC/mL) obtiveram um menor crescimento nos pHs£2®e 6,0 respectivamente.

Grafico3: Crescimento dos isolados em diferentéwresa de pHs 2,0, 4,5 e 6,0.
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Fonte: Autor, (2016).

Os Lactobacillus sédo considerados micro-organismos aciduricos, ndesendo-se
melhor em produtos com pH acido, o pH também pedelsterminante para o crescimento
desses micro-organismos em diferentes condicopsodessamento de produtos fermentados,
e pode também determinar a utilizacdo dos mesmo® owoltura probidticas em alimentos
(ALVES et al., 2011).

O pH atua como fator limitante do crescimento ounu@ncao da viabilidade celular
delLactobacillus a exposicao a variacdes de pH pode afetar o dalsenento de substancias
antimicrobianas e afetar as condigbes de compatir raicro-organismos patogénicos. Dessa
forma, os lactobacilos que apresentarem crescinsatitgfatorio em condicdes extremas estes
possuem potenciais para utilizagdo como culturaiefaras em alimentos, principalmente por
apresentarem caracteristicas de crescimento qoetaer competir diretamente por substrato
com micro-organismos patogénicos (OLIVEIRA et20]2).

Os isolados LCO7, LC31 e B09 apresentaram crestar@milar nas caracteristicas
tecnologicas testad@s vitro apresentando caracteristicas desejaveis para ktacdp como



57

culturas protetoras sendo assim selecionados paradacéo dos queijos, os isolados foram
testados quanto ao perfil de resisténcia frente anlibiéticos.

Os isolados LCO7 e LSB09 (Tabela 6) apresentarasistéacia aos antibioticos
ciprofloxacina, amicacina, vancomicina, penicilimxalicina e cefalotina, o isolado LC31

apresentou resisténcia ciprofloxacina, amicaciaaigtina, oxacilina e cefalotina.

Tabela 6: Média dos halos de inibigédo dos isolade®7, LC31 e LSB09 obtidos no antibiograma

Antibidtico R I S LCO7 LC31 LSB09
Ciprofloxacina (CIP) <15 16-20 >21 0,66 15,5 15,66
Tetraciclina (TET) <14 15-18 >18 28,33 38,66 47
Tobracina (TOB) <9 10-11 >12 11,66 13,33 15
Amicacina (AMI) <14 15-16 >17 13 15 15,57
Ampicilina (AMP) <16 - >17 29 34,33 24,44
Ceftazidima (CAZ2) <14 15-17 >18 23,66 21,66 20
Cloranfenicol (CLO) <16 16-20 >21 40 41,33 36,66

Sufazotrin (SUT) <12 13-17 >18 33,34 30 25,33
Gentamicina (GEM) <12 13-14 >15 19,33 20 15
Vancomicina (VAN) <09 10-11 >12 5,67 20 0

Penicilina (PEN) <19 -- >20 4,33 0,67

Oxacilina (OXA) <10 11-12 >13 0,36 0,67 0

Cefalotina (CFL) <14 15-17 >18 12,66 7,66

Eritromicina (ERI) <13 14-17 >18 33,33 46,67 34
Clindamicina <14 15-20 >21 36,66 40 29,33

R: Valores de tamanho de halo em mm para deterraimasisténcia ao antibiético, |: Valores de tancadé
halo em mm para determinar sensibilidade intermied&o antibiético. S: Valores de tamanho de hatonem
para determinar a sensibilidade ao antibiético.

A média dos tamanhos dos halos em mm obtidos nodesensibilidade nos isolados testados.

Fonte: Autor (2016)

Em estudos conduzidos por Cebeci e Glurakan (2003areelsen e Wind (2003)
observaram a resisténcia dactobacillusa penicilina, e Zhou et al. (2005) a cefalotina, e
contrapartida Temmerman et al. (2003) e Cebeci (gakan (2003) observaram a
sensibilidade déactobacillussp. a antibioticos da classe dbtactamicos. A resisténcia aos
B-lactamicos em linhagens deactobacillusda-se principalmente pela impermeabilidade da
parede celular, visto que ndo apresentam atividkdp-lactamases (CHARTERIS et al,.
1998).

Os isolados apresentaram resisténcia ou sensdwslidatermediaria a amicacina,

antibiotico pertencente a classe dos amiloglicasidea resisténcia a essa classe de
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antibioticos por BAL também foi observada por Chast et al. (1998); Danielsen e Wind
(2003); Temmerman et al. (2003) e Zhou et al. (20B5sa classe de antibibticos possui forte
atividade em micro-organismos aerobios, pois eapessentam alto potencial de membrana
facilitando a entrada desses antibidticos por msm®e eletroforéticos ou por algum
mecanismo ainda nao elucidado, jA os micro-orgargsamaerdbios geralmente apresentam
resisténcia a essa classe que pode ser explicddabaio potencial de membrana em
ambientes anaerodbios, a impermeabilidade da memlngrede a acdo desses antibidticos,
dessa forma micro-organismos anaerdobios comolLadobacillus possuem resisténcia
intrinseca a essa classe de antimicrobianos (ELKINLLIS, 2004).

A resisténcia frente a vancomicina foi observadas t@s isolados testados, a
resisténcia a esse antibidtico glicopeptidico lemstobacillusfoi observada em trabalhos
conduzidos por Cebeci e Girakan (2003); DanielséMired (2003) e Temmerman et al.
(2003). A alteracdo do sitio de ligacdo do antibodtao peptideoglicano da parede celular
desses micro-organismos reduz a afinidade do atitibicom a parede celular do micro-
organismo, esse mecanismo de resisténcia estaiaaBsog micro-organismos como 0s
Lactobacillus que apresentam resisténcia intrinseca a vancan@RIGHT, 2003). A
utilizagdo dd_actobacillusresistentes a vancomicina tem sido utilizada lué @ela industria
de alimentos, nédo existindo a indicacdo de essesnseapazes de transferir a resisténcia a
outros micro-organismos (MATTILA-SANDHOLM et al.999).

Os isolados apresentaram resisténcia a ciprofloaaatibiotico pertencente a classe
das quinolonas, essa resisténcia deve-se ao fabwateerem mutacdes nas enzimas DNA
girase e topoisomerase IV, principais alvos paracao desses antibioticos (BERGER-
BACHI; ROHRER, 2002).

Linhagens de Lactobacillus isolados de produtos artesanais frequentemente
apresentam multirresisténcia a antibiéticos, ease ¢ devido a resisténcia natural desses
micro-organismos frente ao agente ou pela transfexéyenética via conjugacao (JUSTO,
2013), fatores intrinsecos como a estrutura dadpazelular e suas propriedades metabdlicas
corroboram com a resisténcia desses micro-orgasisntiversas classes de antimicrobianos,
a impermeabilidade tem sido o mecanismo de resist@bservado com maior frequéncia
(CHARTERIS et al,. 1998), entretanto para algunsraorobianos esses mecanismos ainda
nado foram esclarecidos em bactérias do génectobacillus(KASTNER et al., 2006).

Apesar de demonstrarem resisténcia a antibioticasoodel actobacillussp isolados

de produtos artesanais tem sido aplicados em m®dlimenticios sem apresentarem riscos
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de transferéncias de resisténcias para micro-@geas patogénicos (CHARTERIS et al,.
1998, JUSTO, 2013), visto que os mecanismos dstéesia elucidados até o presente
conferem o status de resisténcia intrinsecas ogladas principalmente a impermeabilidade
da parede celular desses micro-organismos, saoss#&mes realizar estudos para o
detalhamento do perfil dos genes envolvidos nat@siia apresentadas pelos isolados para
definicdo de suas origens e o comportamento desgdéncia em produtos alimenticios para
que nao ocorra transferéncias das resisténciasseapaglas para micro-organismos

patogénicos.

5.3 Inibicdo deLactobacillus sp. frente a patdgenos em modelo de queijo minas

frescal

A andlise do desenvolvimento dos patdogenos emaueipas frescal foi realizado
atravées do método de contagem direto em &gar \selaths dias de armazenamento O
(indculos adicionados aos queijos), 1, 7, 14, 28.e

No experimento para determinacdo do potencial Ladmdobacillussp. em inibirE.
coli, o tratamento 1 (T1) consistiu na adi¢cdo He coli sem a presenca dBool de
Lactobacillusque apresentou contagem final apés 28 dias dezamamento de 3,4410°
UFC/10 g de queijeom reducdo de 1 log de UFC/10g do produto em relagdodculo
(6,81x16). Em comparac&o com o tratamento 2 (T2) ondeefaizada a adicéo d& coli +
Pool de Lactobacillusio 28° dia de armazenamento apresentou redu¢adodgeem UFC/10
g de produto, foi possivel evidenciar a reducaaaa das contagens ao decorrer do
armazenamento.

A reducéo do crescimento no T2 foi superior ao nas® no T1 a partir do 7° dia de
armazenamento (Gréfico 4) foi possivel evidenci#ferencas significativas entre os
tratamentos no teste média de Tukey a 5% evidethwiartapacidade de reduzir as contagens
deE. coliem queijo minas frescal.

Nos dias 1,7, 14, 21 e 28 de armazenamento foiyedssvidenciar que o T2 ao qual
foi adicionado oPool de Lactobacillus apresentou uma redugdo maior nas médias das
contagens (1,00x?QFC/10g) do patégeno em relacdo aoETtoli sem a presenca dool
de Lactobacillus,(1,95x18 UFC/10g), sendo que no sétimo dia de armazenanpedi® ser
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observado que dPool de Lactobacillus promoveu um efeito inibitério significativo do
crescimento d&. coliem relacdo ao tratamento T1.
Ao avaliar o efeito antagonico de acidophilussobreE. coli, Alves (2010) observou

a diminuicdo de 3 ciclos logaritmicos do indicadarante o tempo de armazenamento nao
sendo esse capaz de eliminar totalmente o micr@aa@go, como no presente trabalho,
Souza (2006) ao estudar a evolugdo de bactériggugm coliformes termotolerantes em
queijo minas frescal adicionado #lactobacillusconstatou a inibicdo do contaminante, o
mesmo nao ocorrendo em queijos fabricados pelcepsoctradicional. Chioda et al. (2007)
constataram que bactérias do génkamtobacillus sp. apresentam potencial de uso na

industria de alimentos para o controleEdeol..

Gréfico 4: Potencial de inibicdo gmol deLactobacillussp. sobrée. coli durante 0 armazenamento
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Fonte: Autor (2016).

O potencial de inibicdo de. monocytogeneseloPool de Lactobacillusfoi realizado
pela comparacédo das contagens dos patdégenos amtidi@tamentos 3 (TI3. monocytogenes
sem a presenca drool de Lactobacillug utilizado como controle positivo do crescimento d
patdgeno e no tratamento 4 (T4monocytogenes Pool de Lactobacillug.

O T3 apresentou contagem de 2,10 *xWEC/10g no 28° dia de armazenamento
ocorrendo a diminuicdo de 1 log de UFC no decod@rarmazenamento, ja no TH. (
monocytogenes- Pool de Lactobacillu3 a contagem final foi de 3,00 xX1QJFC/10g
diminuindo 4 log de UFC nos 28 dias de armazenament

No 14° dia de armazenamento foi possivel observaaiar diferenca nas contagens

do patdgeno entre os tratamentos, o T4 onde houadi@@o doPoll de Lactobacillus
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apresentou uma reducdo na contagem em relacéo aadeciando a capacidade inibitoria
do crescimento de. monocytogengseloPool de Lactobacillus

Os tratamentos T3 e T4 (Gréafico 5) diferiram-senigicativamente no teste de
significancia a 0,05% &®,01) essa reducéo evidencia que a adi¢cad®ad de Lactobacillus
controlou o crescimento de monocytogenedurante o armazenamento. No teste de médias
de Tukey a 5% os tratamentos no dia 7 ndo apreaentdiferenca significativa, ja os
tratamentos nos dia 1, 14,21 e 28 apresentaranewniffas significativas entre si.

Segundo Prezzi (2014), ao estudar o comportamientmonocytogenesm queijo
minas frescal adicionado dectobacillus rhamnosusao foi possivel observar a inibicdo de
L. monocytogenesd Hermanns (2013), ao observar o comportamento ehonocytogenes
em queijo minas frescal adicionado de cultura bacigénica, observou a diminuicdo de 1
ciclo logaritmico até o 14° dia de armazenamentm,decorrer do armazenamento as
contagens mantiveram-se constantes. A acdo de rasiltbacteriocigénicas sobre.
monocytogenegromove o controle do crescimento celular comefeacteriostatico sobre o

crescimento, mas néo é capaz de eliminar totalntep&dégeno (FURTADO, 2010).

Grafico 5: Potencial de inibicdo dwmool de Lactobacillus sp. sobreL. monocytogeneslurante o
armazenamento
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Fonte: Autor (2016).
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O crescimento d&almonellaTyphimurium foi analisado no decorrer dos 28 dias
armazenamento, o T55&@ImonellaTyphimurium sem adicdo d®ool de Lactobacillug
apresentou um decréscimo de 2 log de UFC no decdoetempo de armazenamento,
chegando a contagem de 9,00 %10FC/10 g de produto, no final do 28° dia de
armazenamento, ja o T&dlmonellaTyphimurium + Pool de Lactobacillu§ apresentou
contagem de 1,50 x3@Fc/ 10g do produto, reduzindo 2 log de UFC em relagiinéculo
(Gréafico 6).

Gréfico 6: Potencial de inibicdo gmol deLactobacillussp. sobresalmonellaryphimuirium durante o

armazenamento
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Fonte: Autor (2016).

No 1° e 7° dia de armazenamento os tratamentos THS endo diferiram-se
estatisticamente ocorrendo uma elevacgéo das costage relacéo ao inoculo adicionado no
dia 0 em ambos os tratamentos, a partir do 14tieliarmazenamento ocorreu a diminui¢ao
das contagens, no 21° e 28° dia de armazenamei® $&r evidenciado uma reducdo
significativa das contagens do patdgeno no T6 ¢amgae ao T5.

Entre os tratamentos houve diferenga significa{pe0,005), evidenciando que a
reducdo na contagem d®almonella Typhimurium quando em presenca d&wol de
Lactobacillus demonstrando um efeito inibitério sobre o patégeao longo do

armazenamento.
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Chateau et al. (1993) avaliaram a atividade inilgitén vitro deL. fermentumL.
rhamnosus L. plantarum L. acidophiluse L. pseudoplantarumfrente a eSalmonella
Typhimurium demonstrando a eficiéncia do uso ldectobacillus para o controle do
crescimento do patdgeno. Barros et al. (2009) asdasem a atividade antimicrobiana in
vitro de Lactobacillus salivariusobservaram a inibicdo &almonellain vitro, ndo foram
encontrados dados referente a inibicad aetobacillusfrente aSalmonellaem queijo minas
frescal.

O potencial de inibicdo dBool de Lactobacillusp. sobreS. aureusconstituiu em
dois tratamentos, o tratamento 7 (T7) inoculado c®maureuscontrole positivo do
crescimento e o tratamento 8 (T8) onde foi inocuBdaureuse oPool deLactobacillussp.,

As contagens obtidas 8d7 (S. aureussem adicdo d&ool de Lactobacillug apresentou

crescimento durante os 28 dias de armazenamenta@aotagem de 9,20 x1WFC/10g no

28° dia de armazenamento, no T @ureust pool de Lactobacillug ocorreu redugcao nas
contagens para 1,10 X1@iminuindo 1,9 log de UFC no decorrer do armazerdm

A maior reducdo das contagens (Grafico 7) pode odervada no 7° dia de
armazenamento onde o tratamento ¥8 dureus+ do Pool de Lactobacillug apresentou
reducdo significativa na contagem do patdgeno dacde ao tratamento T7, a mesma
tendéncia pode ser observada nos dias 14,21 ed2Booim8 apresentou reducao significativa
das contagens em relagéo ao tratamento T7.
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Gréfico 7: Potencial de inibicao gool deLactobacillussp. sobres. aureusiurante o armazenamento
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Com a finalidade de avaliar o potencial de inibic@lms Lactobacillus
individualmente, sobre o crescimentoSleaureusfoi realizado um novo experimento. Neste,
cada tratamento constituicdo na adicdo, em sepadaddsolados e comparados o0 seu efeito
no crescimento do microrganismo teste, entre si, c®ool deLactobacilluse sem a adic&o
desses.

O ensaio de inibicdo d8. aureudrente aos isolados constituiu em 4 tratamentos, o
tratamento 9 (T9) foi realizado adicionar8oaureust isolado LCO7, o tratamento 10 (T10)
consistiu na inoculagédo & aureus isolado LC31, e ao tratamento 11 (T11) foi adieido
S. aureus- isolado LSB09.

Nos tratamentos T7S( aureus LCO7), T8 §. aureus LC 31) e T9 §. aureust
LSB09) foi possivel observar uma diminuicdo de 2 Ilde UFC no decorrer do
armazenamento (Grafico 8), sendo as contagens hdi2&le armazenamento apresentando
no T7 6,85 x1®UFC/10g, no T8 5,95 xfOUFC/10g e no T9 2,85 xIQUFC/ 10 g de

produto.
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Gréfico 2: Potencial de inibicdo dos isolados LCDZ31 e LSB09 sp. sobr8. aureusdurante o
armazenamento
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Fonte: Autor (2016).

Ocorreram diferencas significativas entre os trat@os no teste de significancia a
0,05% (p<0,005), demonstrando a diminuicdo das contagenS. daireusnos tratamentos
onde foram adicionados aactobacillus.

No primeiro dia de armazenamento ocorreu um aumeagEocontagens do patégeno
em todos os tratamentos (Grafico 8), sendo quataniento T9 onde ocorreu a inoculagdo do
isolado LCO7 as contagens Seaureuspresentaram crescimento superior ao tratamento T7
utilizado como controle do crescimento do patoégenmesmo efeito ndo foi observado nos
tratamentos T10 (LC31) e T11 (LSB09), o aumentealdgagem pode ser devido ao fato das
células delLactobacillusterem sido inoculadas indiretamente ao leite rsfeeslo de um
periodo de adaptacdo do metabolismo as condi¢cG@srdzenamento do produto.

A partir do 7° dia de armazenamento ocorreu umagéa gradual das contagensle
aureus nos tratamentos com os isolados T9, T10 e T11 @acgdo ao tratamento T7,
demonstrando o efeito inibitdrio do crescimentddaureusio decorrer do armazenamento.

No 21° e 28° dia de armazenamento foi possivelrebs@ma maior diminuicdo das
contagens do patdégeno nos tratamentos T9, T10 eeifilfelacdo ao tratamento controle, o
isolado LSBO09 apresentou um efeito inibitério mefetivo em relacdo aos demais isolados.

No 1° dia de armazenamento o tratamento $9 qureus+ LCO7) apresentou
crescimento do patdgeno superior aos tratamentd$.T8ureust Pool de Lactobacillug, e
aos tratamentos T10S( aureus+ LC31l) e T11 §. aureus LSB09). No 7° dia de
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armazenamento (Gréfico 8) o tratamento T8 apresemenores contagens em relacdo ao
tratamento T11, as menores contagens podem servalias nos tratamentos T10 e T9
respectivamente. A partir do 14° dia de armazensetratamento T11 apresentou menores
contagens do patdégeno em relacéo aos tratamentd®T¥8T10, tendo como contagem final
no 28° dia de armazenamento 2,85xU6C/10g de queijo, reduzindo 1,4 log de UFC/10g de
gueijo.

As menores contagens foram obtidas quando houvdilizagéo individual dos
Lactobacillus onde o T9 $. aureust LSB09) apresentou uma reducéao final superior das
contagens d8. aureusem relagdo aos demais tratamentos em um periodordezenamento
de 28 dias.

O efeito inibitorio deLactobacillussobre bactérias patogénicas pode variar de acordo
com a producédo de substéancias inibitérias do arestio microbiano sendo que o efeito pode
ser atribuido & competicéo por substrato.

Ao avaliar a acéo inibitoria de rhamnosusobreS. aureusPrezzi (2014) inoculo8.
aureus na concentracdo de 1,0 X10FC/g de queijo e uma cultura deactobacillus
rhamnosusna concentracdo de 1,0810FC/ g de queijo e observou um crescimento para
5,8x106 UFC/mL do patégeno no 21° dia de armazentmdemonstrando que ndo houve o
controle do patdgeno pela bactéria latica no decate 21 dias de armazenamento. Martins
(2012) observou um efeito inibitorio durante o azeremento de queijo minas frescalRle
aureusna presenca deactococcus lactimssociado as bacteriocinas Nisina e Bovicina HC5,
nao demonstrando efeito inibitério quando o miamganismo foi aplicado sem associacéo
das bacteriocinas.

A aplicagdo dd.actobacilluspara o controle de patdgenos resultou numa digaoui
das contagens ao longo do armazenamento, ndo setalbente eficaz em nenhum dos
tratamentos o uso de culturas bacteriocinogéninasiiu” pode sofrer interferéncias na
producdo de bacteriocinas devido ao fato de edtr @steragindo com outros micro-
organismos, que podem limitar a disponibilidadend&ientes, fazendo com que ocorra uma
diminuicao na producéo de substancias antimicralsig8CHILLINGER, 1996).

A diminuicdo das contagens pode dar-se pela prodig&ubstancias antimicrobianas
como as bacteriocinas, mas também pode ter ocatediolo ao fato dos patégenos utilizados
no presente estuaposLactobacilluscompetirem por substrato no produto (PREZZI, 2014)

AplOs as analises de inibicdo dsctobacillus sp. foram avaliados quanto sua

influéncia na qualidade sensorial do queijo. Déstma, foram elaboradas 2 formulacdo de
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gueijos para fins comparativos, o T1 consistiu emijq minas frescal fabricado de maneira
tradicional com cultura mesofilica tipo O (DOCINA),& o T2 consistiu na fabricacdo do
queijo minas frescal adicionado deool de Lactobacillus (LCO7, LC31 e LSB09), os
tratamentos foram submetidas a analise de pH ducaperiodo de 28 dias armazenamento e
analises microbiolégicas (Contagem de Bactériascasit Meséfilos Aerdbios Totais,
Staphylococcusp., e coagulase positiva, Coliformes totais mdéolerantesSalmonellasp.

e Listeria monocytogengs

Como parametro fisico-quimico o pH foi seleciongu estar correlacionado ao
desenvolvimento déactobacillusem produtos fermentados (JAY, 2005), néao foi pess
observar diferencas significativas entre os trataose(T1: queijo minas frescal, T2: queijo
minas frescal adicionado @&®ol deLactobacillug.

Ocorreu a diminuicdo gradativa do pH do 1° ao 28°dé armazenamento, os valores
podem ser observados na Figura 13, no T1 o valpHdebtido no 1° dia de armazenamento
equivaleu a 6,00 e no 28° a 5,63, apresentandazdedde 0,37, no T2 o valor de pH
apresentado no 1° dia foi de 5,92 e no 28° dia,fedpresentando reducédo do pH de 0,47
durante o armazenamento, é possivel evidenciaede4d dia de armazenamento uma maior

formacao de 4cidos no queijo adicionadd?ddl deLactobacillus(T2).

Grafico 9:valores de pH obtidos durante o periodo de armamentn dos Queijos Minas Frescal
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T1: Queijo minas frescal elaborado com fermentoatikso tipo O.
T2: Queijo minas frescal elaborado corRaol deLactobacillus
Fonte: Autor (2016).
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A diminuicdo do pH durante o periodo de armazenénem efeito inibidor da
microbiota patogénica (PREZZI, 2014), proporcioraatha barreira para o desenvolvimento
da microbiota indesejavel.

Os parametros microbiologicos avaliados estdo @edaccom o que preconiza a
legislacdo brasileira (BRASIL, 2011), o T1 apresantontagenStaphylococcusp. foi de
4,05x1G UFC/ 25g sem a presenca S&phylococcusoagulase positiva, 7,5x18MP/25g
de Coliformes termotolerantes sem a presencd.deoli, auséncia deé&almonellasp. e
Listeria monocytogenesm 25g do produto, o T2 apresentou contagertdphylococcus
aureusfoi de 8x16 UFC/25g sem presenca 8eaphyloccusoagulase positiva, e contagem
de Coliformes termotolerantes 3,9X*H&ém a presenca @ coli, auséncia d&almonellasp.

e Listeria monocytogenesm 25g do produto, os dois tratamentos enconteahesacordo
com a legislacao vigente.

A contagem de bactérias laticas foi realizada n@dra estudar o comportamento dos
Lactobacillusdurante o periodo de 28 dias de armazenamentaa gninas frescal. Nao
ocorreu diferenca significativa da contagem dedred laticas ao longo do armazenamento,
ao decorrer do armazenamento ouve reducdo gradd¥wacontagens de bactérias laticas
(Grafico 10).

Resultados semelhantes foram obtidos por BuriDg2@ Alves (2011), ao realizarem
contagens dd.. acidophilus observaram que as contagens permaneceram serandide

significativa e as células permaneceram viavedeaorrer de 21 dias de armazenamento.

Gréfico 10: Contagem de Bactérias Laticas em qumif@as frescal durante de armazenamento.
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Fonte: Autor (2016).
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A manutencdo da viabilidade celular durante o peri@le armazenamento é
importante para a manutencdo do metabolisma_do®bacilluscontribuindo para a sintese
de substancias antimicrobianas e competicdo poentés frente a patégenos, Melhorando a
seguranca e qualidade microbioldgica do produtodQRES et a., 2009).

A analise sensorial foi realizada por 50 provadanés treinados avaliando os
atributos aparéncia, sabor, cor, aroma e textuahgld 7). O queijo adicionado do Pool de
Lactobacillus(A002) apresentou médias globais superiores agogoenas frescal (A002)
em todos os atributos avaliados.

Entre os atributos avaliados o atributo texturaesgmtou maior variagdo entre as
médias das amostras avaliadas (Tabela 7), o atrdmurh maior nota foi o atributo aparéncia,

as menores médias foram conferidas ao atributa sabo

Tabela 7: Média e Desvio Padrdo dos Resultados\ddiagdo dos Atributos Sensoriais de Queijo
Minas Frescal

Atributos A001 A002
Aparéncia 4,1+0,82 4,7610,42
Sabor 3,5%£1,07 4,06£1,07
Cor 4,18+0,83 4,42+0,70
Aroma 3,94+0,96 4,38+0,86
Textura 3,74+£0,97 4,4+1,03

A001 Queijo minas frescal
A002 Queijo minas frescal adicionado ool de Lactobacillus

Em todos os quesitos avaliados, em média, os pt@napresentaram nota maior
para o queijo A002 elaborado comPwol de Lactobacillusem relacdo ao queijo A0O1
elaborado com fermento comercial (cultura mesafitipo O). Entretanto, ndo foi possivel
evidenciar diferencas significativas entre as arassinalisadas, o que sugere que a adi¢ao do
Pool deLactobacillusndo interferiu significativamente nos parametersssriais avaliados.

Alves et al. (2011) ao avaliar os atributos sems®rde queijos adicionados de
Lactobacillus acidophilugerificou uma melhoria nas qualidades sensoriaiprdduto, em
relacdo a queijos nao adicionadosl@etobacillus acidophiluso mesmo foi descrito por
Buriti et al. (2005) ao avaliar queijos adicionadiesculturas probidticas verificou uma maior
aceitacao destes.

Queijos adicionados de culturas dactobacillusexercem alteragdes positivas nos
atributos sensoriais, principalmente os relativosahor e textura de queijos frescos, a

producdo de substancias inibitdrias do crescimemitrobiano diminuem o processo de
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deterioracdo do produto ao longo do armazenament@arido as caracteristicas sensoriais
mais estaveis (SOUZA, 2006).

O metabolismo lipidicos e proteoliticos de linhagyeie Lactobacillusfavorecem o
desenvolvimento de substancias responsaveis pstmdalvimento de atributos sensoriais no
decorrer do armazenamento (LIU et. al., 2008). Ahora dos atributos sensoriais de queijos
adicionados déactobacilluspode ser atribuido a producéo de acido laticobstaacias do

metabolismo secundario como o acetaldeido (ALVES.eg2011).

5.5 Identificagdo Molecular deLactobacillus

Foram realizadas as analises dos 46 isolados pen&s ao banco de bactérias laticas
LC (DEBASTIANI, 2012) e de 3 isolados pertencenées banco de bactérias laticas LS
(BORDGNON, 2005; GATTI, 2007, ). Ap6s a amplificagdo gene RNAr 16S, estes foram
clivados com endonuclease de restricdo que recanhsitios com quatro nucleotideos, pois
favorece para encontrar mais sitios de clivagemetectar o polimorfismo com mais
eficiéncia (VENTURA et al., 2000), e especialmemtecaso da enzima Alu | que é
comprovadamente eficiente na identificacad_detobacillus spp(BARATTO et al., 2012),

utilizando para fins comparativos o perfil molecwatido com padrées (Figura 1).
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Figura 3: Perfil molecular obtida com a técnicaARDRA/Alu | de Lactobacillussp. de padrdes e de
isolados do banco LS.
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No Painel A seguem nas canaletas: M — Marcador Ladder 100 1sakeiATCC 15521, 2-L.
plantarum ATCC 8014, 3 -L. caseiATCC 393, 4 -L. acidophilusATCC 4356, 5 -L. delbrueckii
subsp. lactisATCC 7830, 6 -L. brevisATCC 367, 7 -L. lendnerj 8 - L. curvatusL442 and 9 ..
fermentusATCC 9338.Painel B seguem: M - Marcador Ladder 100, 1- isolado LSBQ®lantarun),
2 - isolado LSBO6L(. plantarun), 3 - isolado LSBO1L(. plantarun).

Os perfis moleculares dos isolados, obtidos conécai¢a, estdo apresentados na

Figura 16. A partir da analise de ARDRA/AIlu |, peskeidentificar a maioria dos isolados.

Figura 2: Exemplo do perfil molecular obtido por BRA/AIlul de isolados déactobacillusspp. do banco LC.
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Ordem das canaletas: M (marcador Ladder 100 pbyeesos isolados: 1-LC02, 2- LCO7 , 3- LC 25, -28; 5-
LC 31, - LC35, - LC37,-LC38, 9- LC39, 10- LC4Q]1- LC41, 12 LC28, 13- LC42, 14-LC42, 15-38e
16- LC442.

Isolados LC (DEBASTIANI, 2012).

Os isolados que apresentaram identifica¢&@xtobacillus sakei/curvatugoram
analisados pela técnica de ARDRA/Hinfl (Figura &)analise com a enzima de restricdo
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Hinfl propiciou a diferenciacdo dos isolados queeapntaram o perfiLactobacillus
sakei/curvatusos resultados estdo exemplificados na tabela 9.

Apenas trés dos isolados (LC10, LC28 e LC38) naanfoidentificados pela técnica,
por apresentarem perfis moleculares diferentespddsdes utilizados, assim foi realizado o
sequenciamento parcial do gene de rDNA 16S, ondelado 10, com padrao molecular 1,
foi identificado comd_actobacillus farciminis enquanto os isolados 28 e 38, com Padrao 2,
foram identificados comuVeissella cibariauma bactéria acido lactica pertencente a familia

Leucosnotocaceae

Figura 3: Perfil molecular obtido com a técnica ARM Hinfl para os isolados identificados na técnica
ARDRA/Alul como Lacobacillus sakei/curvatus.
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Ordem das canaletas: M (marcador ), 1 - padrabadbacillus curvatus2 - padrédo déactobacillus sakei
segue os isolados: 3-LC1,4-1LC3,5-LC4.&€£6,7-LC13,8-LC14,9-LC36,10-LC,31-LC
43,12 - LC 45.

Fonte: Autor (2016).

Com a analise dos 49 isolados obteve-se os seguieseltados de identificacao:
2,04% foram identificados comla farciminis,2,04% comd.. lindneri, 4,08% identificados
comoL. brevis 4,08% foram classificados conto fermentum4,08% dos isolados sdo
casei, 4,08% pertencem a espédi¥. cibaria 8,16% sadolL. curvatus 28,57% foram
identificados comd.. sakej 40,77% sad.. plantarum o perfil de identificacdo dos isolados
pode ser observado na Tabela 8. Os demais isoldtiaados nos experimentos estdo sendo
identificados.

De acordo com Miteva et al. (2001), a técnica ARDRAbora seja uma ferramenta

altamente confiavel para identificacdo de espédies Lactobacillus proximidades
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filogeneticamente entre espécies, como por exerhpkakei e L. curvatuse mostra limitada
para distinguir entre uma espécie e outra, sendessario realizar o sequenciamento para
melhor definicdo das espécies.

Os isolados LSB01, LSB06 e LSB09 (Figura 1) foratentificados pela técnica
ARDRA/Alul e identificados comoL. plantarum Ndo sendo possivel até o presente
identificar os isolados LSBO5, LS7.5 e LS20.3.

Tabela 8: Identificacdo deactobacillusspp. pelas técnicas moleculares de ARDRA e Sedqarato
daregido 16S

Isolado Identificacdo Isolado Identificacdo
LC1 L. sakei LC26 L. fermentum
LC2 L. plantarum LC27 L. brevis
LC3 L. sakei LC28 W. cibaria
LCa* L. sakei LC29 L. casei
LC5 L. sakei LC30 L. brevis
LC6 L. sakei LC31 L. casei

LCO07 L. plantarum LC32 L. plantarum
LC8 L. casei LC33 L. plantarum
LC9 L. sakei LC34 L. plantarum
LC10 L. farciminis LC35 L. plantarum
LC11 L. sakei LC36 L. sakei
LC12 L. sakei LC37 L. curvatus
LC13 L. sakei LC38 W. cibaria
LC14 L. sakei LC39 L. curvatus
LC15 L. plantarum LC40 L. curvatus
LC16 L. plantarum LC41 L. sakei
LC17 L. plantarum LC42 L. sakei
LC18 L. plantarum LC43 L. curvatus
LC19 L. plantarum LC44 L. plantarum
LC20 L. lindineri LC45 L. sakei
LC21 L. plantarum LC442 L. plantarum
LC22 L. plantarum LSBO1 L. plantarum
LC23 L. fermentum LSBO06 L. plantarum
LC24 L. plantarum LSB09 L. plantarum
LC25 L. plantarum

4 Espécies identificadas pela técnica ARDRA/HinfEspécies identificadas pelo sequenciamento da

regido 16S0Os isolados em destaque foram utilizados paradaffip de queijos para 0s experimentos.
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Ao realizar a caracterizagdo molecular ldactobacillus sp. isolados de salsichas
suinas, Dias et al. (2013) verificaram duesakej L. curvatuse L. plantarumforam as
principais espécies isoladas desses fermentadqwesente trabalho dsactobacillussp. L.
plantarum L. sakeiforam as principais espécies isoladas, Nguyeh €2@13) identificaram
Lactobacillus sp. em produtos carneos fermentados Vietnamitastifbcaram 29,7% dos
isolados comd.. plantarum 23% comd.. farciminis 0,7% comd.. fermentum5% comaoL.
brevise 0,7%W. cibariaespécies similares as identificadas no presetidas

Ao estudarem a diversidade genética de bactérimadanativas de salsichas cruas
fermentadas tradicionais do Vietham, Tran et @143 observaram que 67% dos isolados
foram identificados coma. plantarum 9,5% comolLactobacillus brevise 1,4% comd..
farciminis espécies semelhantes as identificadas no pressntdo.

O conhecimento da diversidade microbiana nativgrdelutos de origem artesanal
pode contribuir para auxiliar no acompanhamentoddsenvolvimento das caracteristicas
microbiolégicas, fisico-quimicas e sensorias depias fermentados, além de contribuir para
a previsdo da vida de prateleira do produto e eredvimento de novos métodos de
conservacao e producédo de produtos fermentadosNTéRAl., 2011).

O uso dd.. plantarume L. caseipertencem ao grupo tem demonstrado caracteristicas
interessante principalmente para a utilizagdo caemitvos adjuntos para a fabricacdo de
gueijos principalmente na melhoria dos aspectoscsitis.

O L. plantarumapresenta uma variedade de genes que permitemdaptagdo a
diversas condi¢cbes que os alimentos sao expostastduseu processo de fabricacdo, ocorre
em concentragdes elevadas em diversos alimentoeérdos, sua aplicagcdo como cultura
iniciadora apresenta grande importancia principatmeem fermentados lacteos, pois
contribuem para o desenvolvimento das caracteassfisico-quimicas e sensoriais auxiliando
nos processos de conservacao desses produtos (BRERIGAL. al., 2013), por apresentarem
metabolismo heterofermentativo facultativo bactobacillus plantarumproduzem altas
concentracdes de acido latico evidenciando um piatepara aplicacdo como cultura adjunta
do processo fermentativo na producao de queijegeaslfermentados (CASTRO et al., 2016).

O Lactobacillus caseé um micro-organismo utilizado como probioticocudado por
produtos lacteos principalmente os leites fermargd@URITI, SAAD, 2007). S&0 micro-
organismos frequentemente isolados em queijosapa ete maturacdo, dessa forma nao sao
consideradas culturas iniciadoras nesses processmsylturas adjuntas que contribuem com

a formacdo de compostos de sabor e aroma atravésialaatividade proteolitica, séo
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amplamente distribuidos em ambientes de processardenalimentos, por isso podem ser
isolados de produtos artesanais (BRUNO, CARVALHQO09). Lactobacillus casepodem
ser aplicados para promocédo da conservacdo e segude produtos fermentados por
apresentarem atividade antimicrobiana contra nocganismos patdogenos, contaminantes e
deteriorantes de alimentos (BURITI, SAAD, 2007).

A associacdo dé. plantarume L. caseipode propiciar melhorias nos aspectos
microbiolégicos e sensoriais de produtos como dja@ueinas frescal, principalmente na
manutencdo da seguranca alimentar por propiciaremefeito inibitério e controle do

crescimento de micro-organismos patogénicos corde per evidenciado no presente estudo.



6 CONCLUSAO

Nos ensaios de atividade antimicrobianavitro 40 isolados apresentaram atividade
frente a pelo menos um dos indicadores utiliza80%p inibiramE. coli, 55% inibiram o
crescimento dé&. monocytogene$7,5% inibiramS. aureus 47,5% inibiram o crescimento
de SalmonellaTyphimurium, e 8 dos 40 isolados apresentaramdaiile frente a todos os
indicadores utilizados no estudo.

Oito isolados foram selecionados para a caractgiztecnoldgica, destacando-se nos
critérios de selecdo os isolados LCD@dgtobacillus plantarury LC31 (actobacillus casgie
LSB09 (actobacillus plantarum

No ensaio de inibicho de microrganismos patogéniems queijo ocorreu uma
diminuicdo significativa na contagem desse micgaarsmos nos queijos adicionados do
Pool de Lactobacillus as contagens d& areuse E. coli apresentaram diminuicdo desde o 7
dia de armazenamento, as contagen&.dmonocytogenes e Byphimurium apresentaram
diminuicdo das contagens a partir do 14° dia deaaemamento, ao final dos 28 dias de
armazenamento d?ool de Lactobacillus apresentou resultados mais efetivos frente a
SalmonellalTyphimurium eListeria monocytogeneQuando avaliado o potencial de inibicao
de cada um dos isolados LC07, LC31, LSB09 &dol deLactobacillusfrente aS. aureu®
isolado LSB09 apresentou maior potencial inibitéeim relacdo aos demais isolados e ao
Pool deLactobacillus

Ocorreu uma melhoria das caracteristicas do quelie2 adicionado ddool de
Lactobacillus evidenciando que quando utilizado,Pool agregou valor as caracteristicas
sensoriais do produto, mesmo nédo havendo diferesiga#icativas em relacdo ao queijo
fabricado com cultura lactea mesofilica comercial.

Os 49 isolados pertencentes aos bancos LC e L$ficetos até o presente foram
identificados principalmente como brevis L. casej L. plantarume L. sakei L. curvatus.
lindineri, L. farciminise W. cibaria

Os isolados apresentaram caracteristicas de cantmlcrescimento de micro-

organismos patogénicos melhorando as caractesissieasoriais de queijo minas frescal.



REFERENCIAS

ALVES, C. C. et al. Utilizacdo déactobacillus acidophiluse de acidificacdo direta na
fabricacédo de queijo de minas fres@aly. bras. med. vet. zootecv. 63, n. 6, p. 1559-1566,
2011.

ALVES, L.L. et al. Avaliagcdo Sensorial d€ream CheesePotencialmente Simbioticos
Utilizando aMetodologia de Superficie de Respogtiimentos e Nutricdo. Araraquara.
v.19, n.4, p. 409-416, out./dez. 2008.

AMANN, R. I., LUDWIG, W., SCHLEIFER, K. H. Phylogaatic identification and in situ
detection of individual microbial cells without tiwvation Microbiological Reviews 59: 143-
169, 1995.

ANDRADE, CRG. et al.. Propriedades Probiéticasitro deLactobacillus spplsolados de
Queijos Minas Artesanais da Serra da Canastra - MQuivos Brasileiros de Medicina
Veterinaria e Zootecnia v.66, n.5, p.1592-1600, 2014.

APOLINARIO, T.C.C. et al Avaliacdo da Qualidade Microbioldgica do Queijankb
Frescal Produzido por Laticinios do Estado de MiBasais.Revista Instituto Laticinios
Candido Tostes Juiz de Fora, v. 69, n. 6, p. 433-442, nov/dé142

BARATTO, C. M. et al. Molecular and phenotypic cheterization of Lactobacillus curvatus
isolated from handmade Brazilian salarAifrican Journal of Biotechnology, v. 11, p.
11721-11723, 2012.

BARROS, M. R. et al. Avaliacdo in vitro da ativigadnibitoria de Lactobacillus spp.,
isolados do ingluvio e cecos de aves sobre Salhaohejuivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia p. 863-868, 2009.

BARRANCELLI, G.V. et al. Listeria monocytogenegcorréncia em Produtos Lacteos e
suas Implicacbes em Saudo PublicArg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.78, n.1, p.155-168,
jan./mar., 2011.

BASTOS, M. do S.R. et al.. Inspecdo em uma indaiptrddutora de queijo tipo coalho no
estado do Ceara, visando a implantacéo das baisaprde fabricagadrevista do Instituto
de Laticinios Candido TostesJuiz de Fora, v. 57, p.130-136, 2001.



78

BERGAMINI, C. V.. et al. Growth, survival, and pefulytic activity of Lactobacillus
plantarum 191 in a hard-cheese modeurnal of dairy science v. 96, n. 9, p. 5465-5476,
2013.

BERGER-BACHI, B.; ROHRER, S.. Factors influencingethicillin resistance in
staphylococciArchives of Microbiology, v. 178, n. 3, p. 165-171, 2002.

BELCHIOR, F. O ingrediente do lacteo saudaleite e Derivados S&o Paulo, v. 13, n. 76,
p. 54-64, 2004.

BIELECKA, M.; et al.. Selection of probiotics andepiotics for symbiotics and confirmation
of their in vivo effectiveness$zood Research International, Amsterdam, v.35, n.2/3, p.125-
131, 2002.

BOYLSTON, T. D. et al. Incorporation of bifidobacteria into cheeses: limges and
rewards. International Dairy Journal, v.14, n.37%-87, 2004.

BORDIGNON JUNIOR, S., et al. Scientific note: Antemstic activity of lactic acid bacteria
isolated from artisan italian salaniirazilian Journal of Food Technology(Online), v. 13,
p. 18-22, 2010.

BRASIL. ANVISA(Agéncia Nacional de Vigilancia Saarta). Alimentos com Alegacéo de
Propriedades Funcionais e ou de Saude, Novos Afoseringredientes, Substancias
Bioativas e Probioticos, 2011.

BRASIL (2001) Ministério da Saude. Agéncia NaciodalVigilancia Sanitaria. Resoluc¢do —
RDC n°. 12, de 2 de janeiro de 2001. Regulamentmid@ sobre padrdes microbiolégicos
para alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilid;, 2001.

BRASIL, Instrucdo Normativa n°. 62 de 26 de agodto 2003. Oficializa os métodos
analiticos oficiais para analises microbiol6gicasapcontrole de produtos de origem animal e
agua. Diario Oficial da Uniao, Brasilia, DF, 18/2@03. Secédo 1, p. 14. Disponivel em: .
Acesso em: 20 abr. 2011.

BRASIL. Métodos analiticos oficiais para controle drodutos de origem animal e seus
ingredientes: Il — Métodos fisicos e quimicos. Igiéiio da Agricultura. Secretaria Nacional
de Defesa Agropecuaria. Laboratério Nacional deef@eicia Animal / Brasilia, 1981.



79

BRASIL. Ministério da Saude. Agencia Nacional degi¥incia Sanitaria. Resolucdo RDC

n°12, de 02 de janeiro de 2001. Regulamento téguboe os padrbes microbioldgicos para
alimentos. Diario Oficial da Republica FederativaRtasil, Brasilia, 10/01/2001. Secéo 1, p.
45-53. Disponivel em: . Acesso em: 20 fev. 2011.

BRUNO, L. M.; CARVALHO, J. D. G. Microbiota laticde queijos artesanaiSmbrapa
Agroindustria Tropical. Documentos. 2009.

BURITI, F.C.A.; ROCHA, J.S.; SAAD, S.M. I. Incorpation of Lactobacillus acidophilus in
Minas fresh cheese and its implications for textaral sensorial properties during storage.
Int. Dairy J., v. 15, p.1279-1288, 2005.

BURITI, F. C. A., SAAD, S. M. |.. Bactérias do gmihactobacillus caseicaracterizacéo,
viabilidade como probidticos em alimentos e suaoirtgmcia para a saude humaAechivos
Latinoamericanos de Nutricion v. 57, n. 4, p. 373, 2007.

CAMARGO, R.J..Acdo de Bacteriocinas de Bactérias Laticas no Cordle de Listeria
monocytogenes no Aumento da Vida de Prateleira de Mortadela Rsada. Tese de
Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticasetdidade de Sao Paulo, 2011.

CANHQOS, V. P., MANFIO, G. P., VAZOLLER, R. F., PEIZARI, V. H. Diversidade do
Dominio Bacteria. In: Carlos Alfredo Joly; Carlogldardo de Mattos Bicudo. (Org.).
Biodiversidade do Estado de Sao Paulo, Brasilesentlo conhecimento ao final do século
XX. 1 ed. Sdo PauldzAPESP,1999, v. 1, p. 1-14.

CARVALHO, A.S. et al. Relevant Factors for the Preparation of FreedeeDitactic Acid
Bacteria.nternational Dairy Journal. v. 14, n° 10, p. 835-847, October, 2004.

CASTRO, J. M., M.. “Biocheese: A Food Probiotic (ar” BioMed Research
International, vol. 2015, Article ID 723056, 11 pages, 2015.40i1155/2015/723056

CASTRO, R. D. et al. Lactic acid microbiota idert@tion in water, raw milk, endogenous
starter culture, and fresh Minas artisanal cheesm fthe Campo das Vertentes region of
Brazil during the dry and rainy seasamsirnal of Dairy Science 2016.

CEBECI, A. ; GURAKAN, C.. Properties of potentiatobiotic Lactobacillus plantarum
strains.Food Microbiology, v. 20, n. 5, p. 511-518, 2003.

CHARTERIS, William P. et al. Antibiotic susceptiiy of potentially probiotic Lactobacillus
speciesJournal of Food Protection®, v. 61, n. 12, p. 1636-1643, 1998.



80

CHATEAU, N.; CASTELLANOS, |.; DESCHAMIS, A.M. Distbuition of pathogen
inhibition in the Lactobacillus isolation of a coremaial probiotic consortiumJ. Appl.
Bacteriol., v.74, p.36-40, 1993.

CHAVAN, M. (eds)Evolution and Ecology of BacteriocinsSpringer Inc. New York, p. 45-
92, 2007.

CHIODA, T. P. et al.. Inibicdo do crescimento deltesichia coli isolada de queijo “Minas
Frescal” por Lactobacillus acidophiluSiéncia Rural, Santa Maria, v. 37, n. 2, p. 583-585,
2007.

COCOLIN, L., RANTSIOU, K. Sequencing and expressamialysis of sakacin genes in
Lactobacillus curvatustrainsAppl Microbiol Biotechnol. v.76 (6): 1403-11, 2007.

CORTEZ, N. M. et al. Lactobacillus acidophilus gyaaistic action against pathogenic
strains inoculated in the fermented milk/Acéo antasta de Lactobacillus acidophilus frente
a estirpes patogénicas inoculadas em leite fermentaurnal of bioenergy and food
sciencev. 3, n. 1, 2016.

COSTA, Giselle Nobre et al. Atividade antimicrolaade Lactobacillus e Bifodobacterium
frente a micro-organismos patogénicos “in vitt®&mina: Ciéncias Agréariasv. 33, n. 5, p.
1839-1846, 2012.

COSTA, N.M.B; ROSA, C.0O.B. Alimentos Funcionais:ngmonentes bioativos e efeitos. 1.
ed. Rio de Janeiro: Rubio, 2010.

CUSICK, S. M., O'SULLIVAN, D. J. Use of a Single riplicate Arbitrarily Primed-PCR
Procedure for Molecular Fingerprinting of Lacticiddacteria.Appl. Env. Microbiol., 55
(5): 2227-223, 2000.

DANIELSEN M.; WIND A.. Susceptibility of Lactobabis spp. to antimicrobial
agentsinternational journal of food microbiology, v. 82, n. 1, p. 1-11, 2003.



81

DEEGAN, L.H., et.al.. Bacteriocins: Biological tsolfor bio-preservation and shelf-life
extensionlnternational Dairy Journal , v. 16, p. 1058-1071, 2006.

DE MARTINIS, E.C.P., et al.Bioconservagdo de Alimento®&iotecnologia Ciéncia e
Desenvolvimentov. 29, n.1: 114-119, 2003.

DE MARTINIS E.C.P., et al. Antilisterial activityf lactic acid bacteria isolated from
vacuum-packaged Brazilian meat and meat prodBecéz J Microbiol, 32(1), 32-37, 2001.

DEVI, S.M.; et.al. In situ production of pediocin PA-1 like bactezio by different
genera of lactic acid bacteria in soymilk fermemtatand evaluation of sensory
properties of the fermented soy cuddurnal of Food Science and Technology. 51, n.
11, p. 3325-3332, oct, 2012.

DE SOUZA, C H B.. Influéncia de uma cultura stategmofilica sobre a viabilidade de
Lactobacillus acidophilus e as caracteristicasusd#@ minas frescal probiotico. Tese de
Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticasetdidade de Sao Paulo, 2006.

DE SOUZA MOTTA, Amanda; GOMES, Melina Da Silva Me#a. Propriedades
tecnolodgicas e funcionais de bactérias laticasi@rtancia destes micro-organismos para
alimentosRevista do Instituto de Laticinios Candido Tostesv. 70, n. 3, p. 172-184, 2015.

DEVLIEGHERE, F.;et.al. New preservation technologies: Possibilities dinuitations.
International Dairy Journal , v. 12, n. 4, p, 273-285, apr., 2004.

Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1590/0103-8478cr20141864

Disponivel em: http://www.anvisa.gov.br/alimentasfissoes/tecno_lista_alega.htm. Acesso
em: 13/05/2011.

DIAS, F. S., RAMOS, C. L., SCHWAN, R. F.. Charaatation of spoilage bacteria in pork
sausage by PCR-DGGE analy$teod Science and Technology (Campinasy. 33, n. 3, p.
468-474, 2013.

DRAKE, M., SMALL, C. L., SPENCE,. K. D., SWANTSONB. G. Rapid detection and
identification ofLactobacillusspp. in dairy products by using the polimerasdrcheaction.
Journal of Food Protection v.59 (10) : 1031-1036, 1996.

ELKINS, C. A.; MULLIS, L. B.. Bile-mediated aminogtoside sensitivity in Lactobacillus
species likely results from increased membrane eahility attributable to cholic
acid.Applied and environmental microbiology, v. 70, n. 12, p. 7200-7209, 2004.



82

EJTAHED, H.S.et.al. Effect of probiotic yogurt containing Lactobaasl acidophilus and
Bifidobacterium lactis on lipid profile in individus with type 2 diabetes mellitu¥ournal of
Dairy Science v.94, n.7, p.3288-3294, 2011. Acesso em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21700013 Acesso em: set/2015. doi:
10.3168/jds.2010-4128. 2011Lipks ]

FAO/WHO Working Group.Report on Drafting Guidelines for the Evaluation of
Probiotics in Food London, Ontario, Canada, April 30 and May 1, 2002

FARBER, J.M. An introduction to the hows and whysnwlecular typingl. Food Prot,
v.59, p.1091-1101, 1996.

FORSYTHE, S. JMicrobiologia da Seguranca Alimentar Stephen J Forsythe; traducéo
Maria Carolina Minardi Guimaraes e Cristina Leomnltd&torto Alegre:Arimed,2002.

FRANCO, B. D. G de M.; LANDGRAF, M. Micro-organisragatogénicos de importancia
em alimentos. InMicrobiologia dos alimentos.S&o Paulo: Atheneu, 2008. cap.4, p. 48-60.

FURTADO, M.M.; NETO, J.P.MTecnologia de queijosmanual técnico para producao
industrial de queijos. S&o Paulo: Dipemar,1994p118

FURTADO, D.N.. Isolamento de bacterias laticas ptorhs de bacteriocinas e sua aplicacéo
no controle de listeria monocytogenes em queijsciiede cabra. Dissertacdo- Universidade
de S&o Paulo. Sao Paulo, 2010.

GARCIA, G.R.; SCHOCKEN-ITURRINO, R.P.; MEDEIROS, PA.et al Inibicdo do
crescimento de bactérias patogénicasljaatobacillus acidophilusRev. Port. Cienc. Vet,
v.101, p.263-268, 2006.

GATTI, D. J. ; DALBO, M. A ; BASSO, Marcos FernandSCHUHLI, G. ; GELINSKI, J.

M. L. N..Analise de DNA ribossomal 16S de cepadaetérias laticas. In: IV SINGEEL -
Simpdésio de Genética, Ecologia e Evolucéo e Il K8bop de Pds-graduacdo em Biologia
Evolutiva, 2009, Ponta Grossa-PRhais..l V SINGEEL -Simposio de Genética, Ecologia e
Evolucéo e Il Workshop de Pés-graduacdo em Bial@giolutiva, 2009. v. Unico. p. 01-05.

GOLDBERG, I. (Ed). Designer Foods, PharmafoodgradeuticalsFunctional Foods, New
York : Chapman & Hall Inc., cap. 9,14 e 20, 1994.



83

GRAY, M. L.; KILLINGER, A. H.. Listeria monocytogenesnd Listeric Infections.
Bacteriol Rev 1966; 30: 309-382.

HANSEN, E.B.. Commercial bacterial starter cultufes fermented foods of the future.
International Journal of Food Microbiology, v. 78, p. 119 — 131. 2002.

HENG, N.C.K.;et.al. The Diversity of Bacteriocins Produced by Gransikee Bacteria. In:
RILEY, M.A.

HERMANNS, Gislaine. Potencial bacteriocinogénico peobidtico de bactérias laticas
isoladas de leite e queijos artesandiese de Doutorado. Universidade Federal de Santa
Maria. Santa Maria, 2013.

HEYNDRICKX, M., et.al Applicability Of Combined Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis (ARDRA) Patterns in Bacteri&hylogeny and Taxonomyournal of
Microbiological Methods, v. 26, n. 2, p. 247-259. Aug, 1996.

HOLT, J. G., KRIEG, N.R., SNEATH, P.H.A., STALEY, T, WILLIANS, S.T.Bergey’'s
Manual determinative bacteriology. 9. ed.: Willians & Wilkins, Baltimore, 787p,1994.

ISHIKAWA, M. et al. Marinilactibacillus psychrototans gen. Nov. Sp. Nov., a halophilic
and alkaliphilic marine lactic acid bacterium igelhfrom marine organisms in temperate and
subtropical areas of Japamnternational Journal of Systematic and Evolutionaly
Microbiology, v. 53, p. 711-720, 2003.

JACQUET, C.;et.al. Investigations related to the epidemic strawolned in the French
listeriosis outbreak in 1992pplied and Environmental Microbiology, v.61, n.6, p.2242-
2246, 1995.

JENSEN, M. A.et.al. Rapid Identification of Bacteria on the Basi®tilymerase Chain
Reaction-Amplified Ribosomal DNA Spacer PolymorphssApplied Environmental
Microbioly, v. 59, n. 4, p. 945-952. Abr, 1993.

JUSTO T H. et al. Resisténcia de Lactobacillusspados de salames artesanais produzidos
na Regido Sul do Brasil a antibioticd&et. e Zootec 2013 jun.; 20(2): 285-295.

KASTNER, S. et al. Antibiotic susceptibility patterand resistance genes of starter cultures
and probiotic bacteria used in fod&lstematic and Applied Microbiology v. 29, n. 2, p.
145-155, 2006.



84

KLANDER, O., Carbohydrate metabolism in lactic ab@cteria Ant van Leuw.v.49,p.209-
224, 1983.

KOMATSU, S. R. Origem dos gueijos minas artesapasiuzidos em Uberlandia-MG e
Ocorréncia de Staphylococcus coagulase positiva8.28p. Dissertacao (mestrado em
Veterinaria) — Universidade Federal de Uberlandizeriandia, 2008. Disponivel em: <
http://repositorio.ufu.br/bitstream/1234567 89/182@rigemQueijosMinas.pafAcesso em:
nov/2015.

LEISTNER, L. Food preservation by combined methéd®d Research Internationa) v.
25, n. 2, p. 151-158, 1992.

LIU, M. et al. Comparative genomics of enzymes lavdr-forming pathways from amino
acids in lactic acid bacteriApplied and environmental microbiology, v. 74, n. 15, p. 4590-
4600, 2008.

LOLLO, P.C.B.et.al. Probiotic yogurt offers higher immune-protectitian probiotic whey
beverage.Food Research Internationa) v.54, n.1, p.118-124, 2013. Disponivel em:
http://www.sciencedirect.com/science/article/piB6899691300330XAcesso em: ago/2015.
doi: 10.1016/j.foodres.2013.06.003.

MARAGKOUDAKIS, P.A. et.al. Probiotic potential otactobacillusstrains isolated from
dairy productsinternational Dairy Journal ,v. 16, n. 3, p. 189-199, 2006.

MARTINS, Evandro et al. Associacdo de bacteriociedsactérias lacticas para inibicao de
Staphylococcus aureus em queijo Minas frescal. 2012

MATTILA-SANDHOLM, Tiina; MATTO, Jaana; SAARELA, Maa. Lactic acid bacteria
with health claims—interactions and interferencehwgastrointestinal flordnternational
Dairy Journal, v. 9, n. 1, p. 25-35, 1999.

MATTILA-SANDHOLM, T.; et.al.Technological challenges for future probiotic feod
International Dairy Journal , v. 12, n. 2-3, p. 173-182, 2002.

MENDES, H. B.; et.al. Prospec¢cdo Tecnoldgica Sobre Probiéticos OriurdimsMicro-
organismos Presentes no Leite HumaBaderno de Prospecc¢doSalvador, v. 8, n. 3, p.
479-494, jul./set. 2015.



85

MESSAOUDI, S.;et.al. Lactobacillus salivarius Bacteriocin and probiotic activityrood
Microbiology, v. 36, n. 2, p. 296-304, dec, 2013.

NABAVI, S. et.al. Effects of probiotic yogurt consumption on metabdactors in
individuals with nonalcoholic fatty liver diseaskurnal Dairy Science v.97, p.7386-7393,
2014.

NGUYEN, D. T. et al. A culture-dependent and -ineleglent approach for the identification
of lactic acid bacteria associated with the prodmcof nem chua, a Viethamese fermented
meat producttood Research Internationa) v. 50, p. 232-240, 2013.

OLIVEIRA, M. N. de; et.al. Aspectos tecnoldgicos de alimentos funcionais esuit
probioticos. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas.Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences. 38, n. 1, jan./mar. 2002.

ONG, L.;et.al. Chemical analysis and sensory evaluation of Caieddeese produced with
Lactobacillus acidophilusLb. casej Lb. paracaseior Bifi dobacteriumsp. International
Dairy Journal, v.17, n.8, p.937-345, 2007.

PARADA, J.L.;et.al. Bacteriocins from Lactic Acid Bacteria: Rigation, Properties and use
as Biopreservative®razilian Archives of Biology and Technology.v. 50, n. 32: 521-542,
Maio 2007.

PANCHENIAK, E. F. R. Isolamento, Selecédo, Caracterizacdo Bioquimica Molecular
para a Producéo e Avaliacdo do Potencial Probiéticde Lactobacillus reuteriLPB PO1-
001 em SuinosTese de Doutorado. Universidade Federal do Pa@améiba, 2005.

PRAKASH, O.; VERMA, M.; SHARMA, P.; KUMAR, M.; KUMARI, K.;: SINGH, A.;
KUMARI, H.; JIT, S.; GUPTA, S. K.; KHANNA, M.; LAL,R. Polyphasic approach of
bacterial classifification — An overview of receadvancesindian J. Microbiol. 47:98-108,
2007.

PREZZI, Ligia EleonorEfeito da adicdo de Lactobacillus rhamnosus em qyes Minas
frescal sobre as contagens de Staphylococcus aureusgisteria monocytogenesTese de
Doutorado. Universidade de S&ao Paulo. Pirassun2@d4,

REZENDE, M.F.S.;et.al. Queijo de minas artesanal da Serra da Canasfi@éncia da
altitude das queijarias nas populacdes de bactad@®lacticasArquivos Brasileiros de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. v. 63, n.6, p.1567-1573, 2011.



86

ROSA, L. J. B.;et.al. Viability of probiotic micro-organisniactobacillus acidophilusn
dairy chocolate dessert and its action againstdoote pathogensCiéncia Rural, Santa
Maria, Online, set. 2015. Acesso em: out/2015.

SAAD, S. M. |. Probi6ticos e prebidticos: o estati arte.Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences42, n. 1, jan./mar., 2006.

SANGALETTI, N.; et.al. Estudo da vida util de queijo Mina€iéncia e Tecnologia de
Alimentos. Campinas, v 29, n. 2, p. 262-269, abr.-jun. 2009.

SAMBROOK, J.; RUSSEL. D. W. Molecular cloning: adaaatory manual, '8 ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harblenw York : CSHL, 2001.

SCHIFFNER, E.. HAGEDORN, W.. OPPEL, KCultivos Bacterianos en las Industrias
Carnicas. p. 3-66. Zaragoza: Acribia, 1978.

SCHILLINGER, U.; et.al. In vitro adherence and other properties of lactobacilli used
probiotic yoghurt-like productdnternational Dairy Journal , v. 15, n. 12, p. 1289-1297,
2005.

SCHREZENMEIR, J.; VRESE, M.. Probiotics, Prebiotiesxd Synbiotics: approaching a
definition. American Journal Clinic Nutrition , v. 73, p. 361-3642001.

SHORI, A.B.. Influence of food matrix on the viabjilof probiotic bacteria: A review based
on dairy and non-dairy beveragekrends in Food Science & Technology, 41, n. 1, p. 37-
48, jan, 2015.

SILVA, M.C.D.; et.al. Avaliacdo de Métodos para a Deteccadideeria monocytogenes em
Queijos.Ciéncia e Tecnologia de Alimentoponline]. 1998, vol.18, n.2, pp. 150-155. ISSN
1678-457X. http://dx.doi.org/10.1590/S0101-20618@200001.

SKLARZ, M. Y.; et.al. Evaluating amplified rDNA restriction analysis agdar
identification of bacterial communities Antonie Mageuwenhoek009.

SOUZA, Cinthia Hoch Batista dmfluéncia de uma cultura'starter'termofilica sobre a
viabilidade de'Lactobacillus acidophilus'e as carateristicas de queijo minas frescal
probiotico. 2006. Tese de Doutorado. Universidade de Sa@Paul



87

TEMMERMAN, R. et al. Identification and antibiotgusceptibility of bacterial isolates from
probiotic productslnternational journal of food microbiology, v. 81, n. 1, p. 1-10, 2003.

TEMMERMAN, R.; et al. Culture-Independent Analysis of Probiotic ProdumtDenaturing
Gradient Gel Electrophoresi&pplied Environmental Microbiolgy . v. 69, n. 1, p. 220-226.
Jan, 2003.

TENOVER, F., ARBEIT, R. D., GOERING, R. V., MICKEIEN, P. A., MURRAY, B. E.,
PERSING, D. H., SWAMINATHAN, B. Interpretinf chrorsomal DNA Restriction Patterns
Ptroduced by Pulsed-field Gel electrophoresis:e@dtfor Bacterial Strain typingl. Clin.
Microbiol. , 33(9): 2233-2239, 1995.

TORREZ, K.; et.al. Patogenesis de.isteria monocytogenasjcroorganismo zoonotico
emergenteMVZ-Cérdoba. N° 10:(1), p. 511-543. 2005.

TORTORA, G.J., FUNKE, B. R., CASE, Qicrobiology: an inroduction. ed 6. Porto
Alegre: Artes Médicas, 2003.

TRAN, K. T.M. et al. Distribution and genetic diggly of lactic acid bacteria from traditional
fermented sausageood Research Internationaj v. 44, n. 1, p. 338-344, 2011.

VASQUEZ S M., HECTOR S. M, SANDRA Z. B. Use of Amticrobian Substances
Produced by Acid Lactic Bacterias on Meat Cons@&wmaRev Chil Nutr 2009;36(1):64-71.

VENTURA, M. et al. Rapid amplified ribosomal DNA restriction analy$8RDRA)
identification of Lactobacillus spp. isolated frdatal and vaginal sampleSystematic
Applied Microbiology, v. 23, n. 4, p. 504-509, dez., 2000.

WU, X. Y.; et al. Development of a group-specific PCR combined wARDRA for the
identification ofBacillusspecies of environmental significandeurnal of Microbiological
Methods. v. 64, n. 1, p. 107-119. Jan, 2006

YEUNG, O.S.;et.al. Species-specific identification of commercial gadle strains.Journal
of Dairy Science v. 85, n. 5, p. 1039-1051.May, 2002.



88

ZHOU, J. S. et al. Antibiotic susceptibility prafg of new probiotic Lactobacillus and
Bifidobacterium straindnternational journal of food microbiology, v. 98, n. 2, p. 211-217,
2005.



APENDICE A

TESTE DE ACEITACAO — QUEIJO MINAS FRESCAL

Nome Data: [/

Prove cuidadosamente a amostra recebida e utibzandscala de 1 a 5 (5: Gosta
extremamente; 4: Gosta; 3: Indeferente; 2: Desgostaderadamente; 1. Desgosta
extremamente) atribua um grau para cada um ddsitisi abaixo, marcando-o com um “X”:

Amostra:

Aparéncia: (1) (2) (3) (4) ()
Sabor: @ 2 3 4 (B
Cor: 1) @ B) 4 ()
Aroma: Q) 2 3) (4) (5
Textura: (1) (2) (3) (4) (5)

Amostra:

Aparéncia: (1) (2) (3) (4) (5)
Sabor: (1) (2) (3) (4) (5)
Cor: 1) (2) 3) 4) (5)
Aroma: (1) (2) (3) 4) (5)
Textura: (1) (2) (3) (4) (5)

Comentarios:




APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu declaro que sétisfatoriamente

esclarecido pelo pesquisador, em relacdo a miniécipacdo no projeto de pesquisa
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