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RESUMO

SANTOS, Cristiele Dayane Cardoso. Potencial tecnoldgico e probidtico da microbiota de
leite A2A2 de vacas Jersey. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia), Instituto Federal
Goiano - Campus Rio Verde, Goias, Brasil, 2023. 67p.

As bactérias acido laticas sdo constituintes naturais da microbiota de varios alimentos,
incluindo a do leite A2A2 in natura, e desempenham importantes papéis nas industrias.
Sao um grupo de microrganismos que apresentam papel significativo em variedade de
processos fermentativos. Elas fermentam carboidratos e produzem acido latico como o
principal produto, além disso, promovem a degradacao de proteinas e lipidios resultando
na producdo de varios alcoois, aldeidos, acidos, ésteres e compostos de enxofre. Tais
compostos contribuem para o desenvolvimento de sabores especificos em diferentes
produtos alimenticios fermentados. Também desempenham papel significativo para a
saude, quando sdao usadas como probiodticos, por melhorar o equilibrio microbiano
intestinal. A pesquisa e o desenvolvimento da microbiota do leite A2A2 podem oferecer
oportunidades para a industria de laticinios melhorar a qualidade do leite € aumentar a
lucratividade. O presente trabalho tem como objetivo caracterizar a microbiota latica do
leite A2A2 de vacas Jersey de uma propriedade rural situada em Cidade Ocidental - GO
e avaliar o seu potencial tecnolégico. As amostras foram coletadas de leite em frascos
estéreis e encaminhadas refrigeradas para o laboratorio de microbiologia do Instituto
Federal Goiano — Campus Rio Verde. As andlises foram feitas através da identificacdo
(caracterizagao morfologica e auséncia de enzima catalase) dos isolados presentes nas
amostras de leite, e posteriormente, determinadas as propriedades tecnoldgicas quanto a
capacidade de acidificagdo, atividade proteolitica, formagdo exopolissacarideos e
producdo de diacetil. As avaliagdes do potencial probiodtico foram realizadas a partir do
desenvolvimento das bactérias isoladas em diferentes valores de pH (1, 2,3, 7,8 ¢ 12) e
diferentes concentragdes de bile (0,2%; 0,3%; 1% ¢ 2%). Para a determinagdo da
diversidade genética das amostras, foram realizados sequenciamentos gendmicos. 44%
dos isolados apresentaram caracteristicas morfoldgicas de BALs, produzindo inibigdo
frente a cepas alvos (S. enteritidis, E. coli, S. aureus e L. sakei). Nas avaliacdes de
potencial tecnoldgico, 7% das cepas demonstram a capacidade de acidificagdo abaixo de
pH 6 em até 6 horas de incubac¢do, enquanto 22% das cepas foram capazes de acidificacao,
apods 24 horas de incubagdo. A atividade proteolitica foi observada em 20% das cepas,
enquanto nenhuma das cepas testadas foram capazes de produzir exopolissacarideos a
partir da lactose, j& para capacidade de produzir diacetil, 13% das cepas apresentaram
essa caracteristica. Para avaliacdo da capacidade de desenvolvimento em diferentes
valores de pH, 58% das cepas apresentaram a viabilidade em pH 4cido (1 a 3), contudo
apenas 33%, apresentaram viabilidade durante as 12 horas de avaliagdo. Em relagdo a
resisténcia aos sais biliares, 41% foram capazes de resistirem as concentracoes de 1 e 2%.
Para a determinacdo da diversidade genética das amostras, foram realizados
sequenciamentos genOmicos, sendo os géneros Lactobacillus e Leuconostoc
mesenteroides identificados por meio de sequenciamento do gene codificador do RNA
ribossomal do gene 16S. Resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram que a
microbiota latica do leite A2A2 de vacas Jersey apresenta potencial tecnologico
contribuindo para o desenvolvimento de produtos que atendam as exigéncias dos
consumidores, alimentos saudaveis e naturais.

Palavras-chave: Atividade proteolitica, Derivados lacteos, Fermentagdo, Leuconostoc
mesenteroides.



ABSTRACT

SANTOS, Cristiele Dayane Cardoso. Technological and probiotic potential of the
microbiota of A2A2 milk from Jersey cows. Dissertation (Masters in Animal Science).
Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde, Goias, Brazil, 2023. 67p.

Lactic acid bacteria are natural constituents of various foods microbiota, including A2A2
in natura milk, and play important roles in industries. They are a group of microorganisms
that play a significant role in a variety of fermentation processes. They ferment dietary
carbohydrates and produce lactic acid as the main fermentative product. Furthermore, the
degradation of proteins and lipids and the production of various alcohols, aldehydes,
acids, esters, and sulfur compounds contribute to the development of specific flavors in
different fermented food products. They also play a significant health role when used as
probiotics by improving intestinal microbial balance. The present work aims to
characterize the lactic microbiota of A2A2 milk from Jersey cows from a rural property
located in Cidade Occidental -GO and evaluate its technological potential. Samples were
collected from pooled milk in sterile bottles and sent to the microbiology laboratory at
the Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde. The analyzes were carried out by
identifying the lactic microbiota present in the milk samples, determining the
technological properties regarding acidification capacity, proteolytic activity,
exopolysaccharide formation and diacetyl production. The evaluations of the probiotic
potential were carried out from the development of bacteria isolated in different pH values
and different bile concentrations. To determine the genetic diversity of the samples,
genomic sequencing was carried out. 44% of isolates contain morphological
characteristics of LABs, preventing the prevention of target strains (S. enteritidis, E. coli,
S. aureus and L. sakei). In technological potential assessments, 7% of the strains
demonstrated acidification capacity below pH 6 within 6 hours of incubation and 22% of
the strains were capable of acidification after 24 hours of incubation. Proteolytic activity
was observed in 20% strains, while none of the tested strains were able to produce
exopolysaccharides from lactose, and 13% achieved diacetyl production capacity. The
evaluation of the ability to develop at different pH values predicted 58% of the strains at
acidic pH (1 to 3), but only 33% were predicted during the 12 hours of evaluation. 41%
were able to withstand concentrations of 1% and 2% bile salt concentrations. The genera
Lactobacillus and Leuconostoc mesenteroides were identified through sequencing of the
gene encoding the 16S ribosomal RNA. Results obtained in this research revealed that
the lactic microbiota of A2A2 milk from Jersey cows has technological potential
contributing to the development of articles that can add more importance to this milk as
well as the possibility of producing derivatives.

Key Words: Food. Dairy products. Fermentation. Health.
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CAPITULO I - CONSIDERACOES INICIAIS
1. INTRODUCAO GERAL

As proteinas que compde o leite bovino sdo divididas em proteinas do soro do
leite, e as caseinas, que se subdividem em véarios grupos (PALMA, 2020). Cerca de 80%
das proteinas que constituem o leite sdo representadas pelas caseinas, que sao
subdivididas em quatro fracdes (asl, as2, B e k- caseinas). Dentro da fragdo -caseina sdo
descritas 13 variantes, sendo a Al e A2 as mais facilmente encontradas, que diferem
apenas na posi¢ao do aminoécido 67, que ¢ histidina em A1 ou prolina no leite A2, sendo
este ultimo produzido por vacas com o genotipo A2A2 (VITTE et al., 2022; DANTAS et
al., 2023).

O leite de vaca convencional é composto por duas principais proteinas do leite, a
caseina e a beta-caseina. A beta-caseina ¢ encontrada em duas variantes principais: Al e
A2. A beta-caseina A2 ¢ considerada uma variante ancestral, enquanto a A1 surgiu mais
recentemente por causa da mutacao genética. Neste ponto o leite A2A2 diferencia do leite
convencional, por possuir a presenca da beta-caseina A2, em oposicao a beta-caseina Al.
O leite A2A2 ¢ obtido a partir de vacas que possuem uma linhagem genética especifica,
que produz exclusivamente a beta-caseina A2 (DANTAS et al., 2023). Essas vacas sao
selecionadas por meio de testes genéticos ou cruzamento seletivo para garantir a
predominancia da beta-caseina A2 em seu leite.

A composicao do leite tem sido objeto de estudo ha décadas, e recentemente o
leite A2A2 tem despertado atencao pelas alegacdes de que pode ser mais facil de digerir
e causar menos desconforto gastrointestinal em comparacao com o leite convencional. A
proteina beta-caseina € o principal componente proteico do leite, e suas variantes Al e
A2 tém sido objeto de estudo em relagdo aos efeitos na satidde humana. Pesquisas sugerem
que a beta-caseina A1 pode ser responsavel por reagdes adversas a ingestao de leite, como
desconforto gastrointestinal e alergias. Por outro lado, o leite contendo apenas a variante
A2 da beta-caseina, conhecido como leite A2A2, tem sido apontado como alternativa
potencialmente mais saudavel (JIANQIN et al., 2015; RAHIMI, 2015).

Além de beneficios para producao de derivados lacteos, a microbiota do leite
A2A2, possui potencial tecnoldgico significativo para a industria de laticinios e para
saude humana (NOGUEIRA; SILVA, 2022; BARBOSA, 2019).

A microbiota do leite A2A2 contém bactérias acido laticas (BALs) que possuem
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potencial bactericida e probidtico. As BALs podem promover a satude intestinal, melhorar
a fun¢do imunoldgica e prevenir ou tratar varias doengas. Portanto, o uso da microbiota
do leite A2A2 na producdo de alimentos probidticos pode oferecer beneficios
significativos a satide dos consumidores (SANTOS et al., 2020).

Além dos efeitos de saudabilidade, a microbiota presente no leite A2A2 pode
inibir o crescimento de bactérias causadoras de mastite, desta forma, mais pesquisas sobre
a microbiota do leite A2A2 podem levar ao desenvolvimento de novas estratégias para
prevenir e tratar a mastite em vacas leiteiras, podendo melhorar a qualidade do leite e
aumentar a lucratividade dos produtores de leite (PALMA, 2020).

O grupo das BALs compreende diversos géneros de bactérias, os mais importantes
sdo:  Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium. Esses
microrganismos sdo Gram-positivos, catalase negativo, ndo formadores de esporos e que
geralmente crescem sob condigdes microaerofilas ou estritamente anaerdbicas
(XIMENES, 2019).

Espécies de Lactobacillus sdo anaerdbias facultativas tolerantes a acidos e podem
ser homo ou heterofermentativos. A maioria das espécies de Lactobacillus sdo
encontradas no trato gastrointestinal de humanos e animais. Espécies de Lactococcus sao
mais abundantes em produtos lacteos, como leite coalhado, e sio amplamente utilizadas
como iniciadores de fermentagdo na producao de laticinios (PEIXOTO, 2021).

Segundo Lima (2019), os Streptococcus foram reclassificados em Lactococcus,
Enterococcus, Vagococcus e Streptococcus com base em caracteristicas bioquimicas e
caracteristicas moleculares. Bifidobacterium pertence a Actinobacteria, enquanto o
restante pertence ao grupo Firmicutes. As subespécies de L. lactis (L. lactis e L. cremoris)
sao amplamente utilizadas como modelos de BALs genéricas para pesquisa, € a cepa
IL1403 ¢ onipresente em laboratorios de pesquisa (MIOTTO et al, 2023). As BALs
possuem o status de seguras (GRAS), devido a aparéncia onipresente nos alimentos e a
contribuicao para a microbiota saudavel das superficies mucosas de animais ¢ humanos.

Pesquisas com BALs tém despertado o interesse de pesquisadores, industrias de
alimentos e farmacéuticas no mundo, ndo s6 pela capacidade de interferir no
desenvolvimento microbiano de bactérias patogénicas, mas também pelos beneficios
agregados durante a producdo de derivados lacteos. Com capacidade de fermentar os
carboidratos do leite, seu metabolismo proporciona a acidificagdo e fermentagao de

diversos derivados lacteos, conferindo a estes produtos caracteristicas unicas de sabor,
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aroma, textura, e a¢ao probiotico que elas apresentam (TULINI et al., 2016; MOURA,
2022). Além disso, varias cepas de BALs podem produzir bacteriocinas proteicas, sendo
um atributo adicional frente a deterioracdo dos alimentos e inibicdo de microrganismos
patogénicos (ROTTA et al. 2020).

A identificacdo da microbiota latica no leite representa importante papel na busca
de novos produtos que possam contribuir para a tecnologia, producao de alimentos mais
seguros e saudaveis. A utilizacao de culturas com comprovado potencial tecnoldgico, visa
o desenvolvimento de produtos que atendam as exigéncias dos consumidores, alimentos

saudaveis e naturais (PERALTA 2009; NOGUEIRA; SILVA; MOURA, 2022).
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Potencial tecnologico das bactérias acido laticas

As BALs sdo um grupo de bactérias que desempenham papel significativo em uma
variedade de processos de fermentagdo. Elas fermentam carboidratos alimentares e
produzem acido latico como o principal produto da fermentagdo. O 4cido latico confere
sabor acido fresco aos leites fermentados, auxilia na coagulacdo da coalhada e na
formacdo da textura durante a fabricagao de queijos, € o baixo pH ajuda a suprimir o
crescimento de patdgenos e microrganismos deteriorantes (GARCIA-CANO et al;
VIECO-SAIZ et al., 2019).

De modo semelhante, Ayivi et al. (2020) acrescentam que as bactérias lacticas sao
microrganismos Gram-positivos catalase negativos utilizados na produgao de alimentos
fermentados. Aparecem morfologicamente como cocos ou bastonetes € ndo formam
esporos. Sdo usados industrialmente em fermentagdes para melhorar o sabor e a textura
de alimentos e ragdes. Elas produzem grandes quantidades de acidos organicos e outras
substancias inibidoras, incluindo bacteriocinas, que mantém microrganismos
deteriorantes de alimentos e microrganismos patogénicos sob controle.

Para Moradi et al. (2020), podem ser encontradas em diversos habitats, incluindo
alimentos e ragdes, agua, solo e esgoto, no trato oral, respiratdrio, gastrointestinal e
genital de humanos e animais, e sempre que substratos de carboidratos estiverem
disponiveis. As bactérias acido laticas sdo classificadas em géneros que compreendem
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella. Desses

géneros, Lactobacillus ¢ o mais proeminente. Sao microrganismos dominantes no trato
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gastrointestinal humano, competindo com patdgenos e contribuindo para a manutengdo
da saiude do hospedeiro.

De acordo com Vieco-Saiz ef al. (2019) o processo de fabricagdo de alguns
derivados lacteos envolve a fermentacao, um processo microbiano pelo qual a lactose ¢
transformada em 4cido latico. Ao acumular no leite o 4cido latico altera as proteinas e, a
textura do leite. As qualidades e aspectos particulares que caracterizam os diferentes
produtos sdo por causa de outras variaveis como a temperatura ou a composicao do leite.
E o 4cido latico que confere aos produtos lacteos fermentados esse sabor ligeiramente
acido. Outros subprodutos produzidos pelas BALs fornecem sabores e aromas adicionais.
Por exemplo, o acetaldeido da ao iogurte seu sabor caracteristico; o diacetil d4 o aroma a
diversos derivados lacteos fermentados.

Para Ayivi et al. (2020) e Moradi et al. (2020), as bactérias acido laticas usam
carboidratos como fontes de carbono e energia, sem o uso de oxigénio. Elas produzem
peroxidases como protecao contra danos causados por subprodutos de oxigénio. Ademais,
as BALs homofermentativas usam carboidratos para produzir apenas acido latico,
enquanto as heterofermentativas produzem acido latico e outros compostos, como acido

acético ou alcool e dioxido de carbono.
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Figura 1. Representacdo esquematica de forma simplificada das vias do metabolismo
homofermentativo em bactérias lacticas do género Lactobacillus.
Fonte: Adaptagdao de DE PAULA (2014).
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Figura 2. Representacdo esquematica de forma simplificada das vias do metabolismo
heterofermentativo em bactérias lacticas do género Lactobacillus.
Fonte: Adaptagdao de DE PAULA (2014).

As BALs também s3o conhecidas pela produgdo de peptideos antimicrobianos
que sdo produzidos por espécies selecionadas de BALs, as chamadas bacteriocinas. As
bacteriocinas originarias dessas bactérias tém atraido grande interesse industrial e
cientifico como agentes de biocontrole pela prevencao segura e eficiente da deterioragao
de alimentos minimamente processados com o beneficio da extensao da vida util e
prevencao de perdas econdmicas.

Além disso, elas t€ém um status de presuncdo qualificada de seguranga (QPS) e
podem exercer defesa antimicrobiana seletivamente contra patégenos alimentares
bacterianos, garantindo a seguranca dos consumidores. O QPS significa seguranga
genérica em todos 0s usos possiveis e a avaliacdo abrange o principio de quatro pontos
cardeais; taxonomia, conhecimento cientifico, perfis de seguranga e o uso final esperado.
Espécies de Lactobacillus, incluindo termofilos de Streptococcus, Lactococcus lactis e
algumas espécies de Leuconostoc e Pediococcus ganharam status de QPS. Atualmente,
BALs isoladas principalmente dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium e suas
bacteriocinas sdo utilizados industrialmente na conservagao de alimentos (AYIVI et al,,
2020).

Segundo Voidaru et al. (2020) varias cepas da BALs podem ser encontradas em
produtos lacteos, como por exemplo, leite, iogurte e queijos, bem como em carnes

fermentadas, vegetais fermentados, paes e na industria farmacéutica. Segundo Dantas et
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al. (2019), outros microrganismos, assim como o fermento latico, podem ser adicionados
as culturas para dar sabores Unicos. Por exemplo, o dlcool e o CO> produzidos pela
levedura latica contribuem para o sabor refrescante e espumoso do kefir, koumiss e leben.
Outras técnicas que consistem em retirar o soro ou adicionar diferentes sabores também
sdo utilizadas para criar grande variedade de produtos disponiveis no mercado.

A industria alimenticia est4d constantemente em busca de novas cepas bacterianas,
levantando estudos, isolamento e a caracterizacao de suas propriedades benéficas. Outros
interesses das industrias sdo pelos polissacarideos extracelulares ou glucanos, produzidos
pelas BALs, esses glucanos t€ém propriedades fisico-quimicas industrialmente muito
uteis, pois ajudam na melhoria de diversos produtos (BARBOSA et al., 2019).

Os glucanos sdo uma grande classe de polissacarideos complexos que podem ser
encontrados em abundancia de fontes. Dependendo da origem, podem ser classificados
como derivados de cereais ou ndo derivados de cereais. As fontes de cereais incluem aveia
e cevada e fontes ndo cereais podem incluir cogumelos, algas, bactérias e algas marinhas
(CHEN et al., 2021). Os glucanos sao compostos biologicamente ativos que t€ém sido
amplamente relatados para melhorar a saude. Ha interesse crescente em alimentos que
tém o potencial de reduzir o risco ou a incidéncia de doengas cronicas ou promover a
expectativa de vida, e propriedades antienvelhecimento. Isso levou ao aumento na
conscientizagdo sobre o efeito da dieta na saude (KORCZ; VARGA, 2021).

Segundo Aburas et al. (2020) os glucanos da mesma fonte de espécies podem ter
variagdes na estrutura. As variacdes podem incluir comprimento da cadeia, graus de
ramificacdo, polimerizac¢do e estrutura conformacional 3D. A estrutura conformacional
tridimensional pode ser bobina aleatoria, hélice simples ou hélice tripla. Além disso,
outros fatores que podem influenciar a estrutura incluem condi¢des de crescimento,
procedimento de extracao e analise.

De acordo com Chen et al. (2021) no ano de 1979, Stephen De Felice criou o
termo nutracéutico, que pode ser nutrientes isolados, suplementos dietéticos, alimentos
geneticamente modificados e produtos fitoterapicos. Os nutracéuticos sao definidos como
alimento ou componente alimentar que fornece beneficios a saude, incluindo prevengao
e/ou tratamento de doengas. Da mesma forma, os compostos bioativos sdo definidos como
compostos essenciais € ndo essenciais que ocorrem na natureza, fazem parte da cadeia
alimentar e demonstraram ter efeito na saide humana.

As substancias bioativas nos alimentos, conforme Korcz e Varga (2021) fornecem

beneficios a satde além dos nutricionais do produto. Os glucanos sdo relatados como
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bioativos e nutracéuticos. Seus efeitos terapéuticos também podem ser amplamente
classificados em duas categorias, efeitos metabolicos ou efeitos imunomoduladores, que
sao amplamente baseados na estrutura, determinados pela fonte.

Entretanto, Aburas et al. (2020) referem que os efeitos metabdlicos sao
geralmente observados com glucanos derivados de cereais. Os efeitos incluem modulagado
do microbiota intestinal, redu¢dao do colesterol e diminui¢do do risco cardiovascular e
diabético. Os glucanos nao cereais estdo associados a efeitos imunomoduladores, efeitos
antitumorais, cicatrizacdo de feridas e alivio de condi¢des relacionadas ao sistema
imunolégico.

Nogueira (2022) e Moura (2022) afirmam que as BALs s3o utilizadas como
importantes culturas iniciais em grande escala sob condi¢gdes controladas. Ao comparar
com os produtos sob fermentagdo natural, as BALs tém potenciais culturas iniciadoras
que reduzem e dominam a diversidade de microrganismos em produtos lacteos
fermentados, o uso de BALs na preservagao e fermentagdo do leite para a produgdo de

derivados e melhora da qualidade e a palatabilidade destes produtos (MOTTA, 2015).
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Figura 3. Possiveis efeitos funcionais de bactérias acido laticas na industria de laticinios.
Fonte: Adaptacao de Agagunduz (2022).

Uma cultura iniciadora de acordo com Sharma et al. (2020) pode ser definida
como preparacdo microbiana de grande numero de células, com pelo menos um
microrganismo a ser adicionado a uma matéria-prima produzindo um alimento
fermentado, acelerando e direcionando seu processo de fermentacao. O grupo das BALs

ocupa papel central nestes processos, € tem longa e segura historia de aplicagdo e
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consumo na produg¢do de alimentos e bebidas fermentados.

Isto porque provocam a rapida acidificacdo da matéria-prima através da produgao
de acidos organicos, principalmente o acido lactico. Além disso, a producao de acido
acético, etanol, compostos de aroma, bacteriocinas, exopolissacarideos e varias enzimas
¢ importante. Desta forma, eles aumentam a vida util e a seguranga microbiana além de
melhorarem a textura (ARAUIJO et al., 2020).

O desenvolvimento de culturas bacterianas fermentadoras foi enorme nos ultimos
15 anos, desde a descoberta da sequéncia completa do genoma de L. lactis subsp. lactis
IL1403 e a variedade de culturas iniciais comerciais, funcionais, bioprotetoras e
probidticas com propriedades desejaveis foram comercializadas. Avangos na genética,
biologia molecular, fisiologia e bioquimica das BALs forneceram novas percepgoes e
aplicagoes para essas bactérias. A industria alimenticia ¢ hoje capaz de produzir produtos
seguros e nutritivos com diferentes sabores, por vezes com propriedades especiais
promotoras da satude, que satisfazem as exigéncias de todos os consumidores e nichos de
mercado, e que se assemelham as caracteristicas dos produtos tradicionais. Além disso, o
uso de cepas selecionadas de determinadas espécies com propriedades metabolicas
conhecidas e altas performances tecnoldgicas melhorou o controle de qualidade total do
processo de fabricacdo (YERLIKAYA, 2014; ARAUIJO et al., 2020; SHARMA et al.,
2020).

Para Medved’ova et al. (2020) a principal aplicacao das BALs ¢ como cultura
inicial na fabricagdo de uma enorme variedade de produtos lacteos fermentados (queijos,
iogurtes, leites fermentados), no processamento de carnes, peixes, frutas, vegetais e
cereais. Além de contribuirem com as caracteristicas organolépticas, também contribuem
aumentando o valor nutricional dos alimentos fermentados.

As fermentagdes conduzidas por BALs, geralmente produzem subprodutos com
bioatividade e uma gama diversificada de efeitos promotores da satide, incluindo protegao
contra agentes infecciosos, efeitos imunomoduladores, efeitos antialérgicos, efeitos
antiobesidade, efeitos antioxidantes, aumentando a biodisponibilidade de vitaminas
minerais, efeitos ansioliticos, entre outros (SHARMA et al., 2020). Segundo Araujo et al.
(2020), uma metanalise destacou os efeitos do consumo de alimentos fermentados com
BALs e os impactos positivos na manuten¢cdo do peso, enquanto estudos separados
demonstraram que o consumo de iogurtes fermentados e laticinios podem atenuar a
probabilidade de desenvolver doencgas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2. O leite

fermentado tem o potencial de melhorar os mecanismos envolvidos no metabolismo da
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glicose e reduzir a dor muscular associada ao exercicio resistido.

2.2 Potencial antagonista das bactérias acido laticas

Segundo Linares et al. (2017) as BALs pertencem a um grupo de bactérias
benéficas, com diversas virtudes que vao além da fermentacdo de alimentos. Possuem a
capacidade de producao de substancias antimicrobianas (bacteriocinas), € de interferir no
desenvolvimento de bactérias patogénicas, além de proporcionar melhor equilibrio
microbiano intestinal. Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas sintetizadas por
ribossomos de algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que sao liberadas
para o meio extracelular, e que diferem no tamanho, alvo microbiano, modo de agao,
mecanismo de liberacao e de imunidade (MOURA, 2022).

Para Sharma et al. (2020) em varios nichos ecologicos, 0s microrganismos
competem entre si pela sobrevivéncia e, por meio da evolugdo, formam comunidades
microbianas unicas. Em alguns ecossistemas alimentares, as BALs constituem a
microbiota dominante. Esses organismos sdo capazes de produzir compostos
antimicrobianos contra a flora competidora, incluindo os que deterioram os alimentos e
bactérias patogénicas. Sob condigdes ambientais desfavoraveis, muitas espécies de BALs
também produzem exopolissacarideos, que se protegem contra dessecacao, bacteriofagos
e ataque de protozoarios.

A protecao dos alimentos deve-se a producdo de acidos organicos, didoxido de
carbono, etanol, peroxido de hidrogénio e diacetil, compostos antifungicos como acidos
graxos, bacteriocinas e antibidticos como a reutericiclina (SHARMA et al., 2020). Sao
compostos proteicos biologicamente ativos, que atuam como bactericidas frente a
microrganismos patogénicos (MEDEIROS, 2020).

A capacidade antagdnica das cepas de BALs ¢ fator importante para a avaliagao de
probidticos. A capacidade antagonista inclui adesdo ao intestino, reducdo da adesdo
bacteriana patogénica ao intestino, agregacdo e coagregacao, producdo de substincias
antimicrobianas como bacteriocinas (CHOI et al., 2018). As bacteriocinas produzidas
pelas bactérias Gram-positivas (principalmente as BALs) apresentam maior interesse
comercial, por serem consideradas mais seguras para o consumo, € por terem amplitude

de inibicao a patogenos (NOGUEIRA, 2022).

Para Choi et al. (2018), cepas de bactérias laticas sdo potencialmente promissoras,
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gerando agentes bioativos bactericidas capazes de controlar o crescimento dos patdgenos.
Os efeitos benéficos conferidos por esses organismos incluem a inibi¢do de bactérias
patogénicas Gram-negativas e positivas. De acordo com Mechai et al. (2020), multiplos
mecanismos de agdo para o efeito benéfico das BALs como probiodticos foram propostos.
A capacidade de adesdo do microrganismo probidtico a mucosa intestinal ¢ considerada
importante para muitos dos efeitos probidticos observados na saude. A capacidade de
aderir as células epiteliais e superficies mucosas tem sido sugerida como sendo uma
propriedade importante de muitas cepas bacterianas usadas como probioticos.

Essa adesdo ¢ um pré-requisito para a coloniza¢do dos probidticos na cavidade
intestinal, proporcionando vantagem competitiva neste ecossistema. Vdarias pesquisas
sugerem que a capacidade de microrganismos benéficos de agregar e aderir auxilia na
colonizagdo do intestino, e no estabelecimento de uma barreira que impede que os
enteropatogenos estabelegam uma infeccdo. Os fatores que previnem a infec¢ao incluem
a presenca fisica de microrganismos benéficos e a modulacdo do sistema imunologico do
intestino por esses organismos (MECHALI et al., 2020).

As atividades metabdlicas das bactérias laticas, segundo Leska et al. (2022), tem
capacidade de produzir rapidamente grandes quantidades de produtos acidos com redugao
de pH concomitante. Embora seus efeitos especificos sejam dificeis de quantificar, outros
produtos metabolicos das BALs, como peroxido de hidrogénio e diacetil, também podem
contribuir para a antibiose geral e o potencial conservante desses produtos. A contribui¢ao
das bacteriocinas também ¢ dificil de avaliar. Sugere-se que possam desempenhar papel
na selecdo da microflora que inicia a fermentacdo. Acredita-se que as bacteriocinas sejam
importantes na capacidade das BALs de competir em ecossistemas nao fermentativos,
como o trato gastrointestinal, ¢ pode conferir atividade antimicrobiana direta a
microrganismos como Salmonella spp, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, trés
dos mais importantes patégenos de origem alimentar.

Ressalta-se conforme Choi et al. (2018), que as BALs sdo competidoras de habitat
bem-sucedidas, pela capacidade de exclusdo competitiva, que consiste na liberacdo de
substancias antimicrobianas capazes de afetar o desenvolvimento de outros
microrganismos. O principal produto do metabolismo das BALs ¢ o acido latico, mas
podem produzir outros acidos organicos e compostos como perdxido de hidrogénio
(H20,), didxido de carbono (CO»), diacetil e bacteriocinas.

Os acidos organicos, especialmente o acido latico, sdo metabolitos produzidos

como resultado do metabolismo do agucar. Sdo liberados para o ambiente reduzindo o
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pH, inibindo o desenvolvimento de algumas populagdes de microrganismos indesejaveis.
O peroxido de hidrogénio (H202) tem efeito oxidante sobre grupos sulfidrila de proteinas
de membrana e sobre lipidios, danificando também a parede celular de alguns outros
microrganismos (CHOI et al., 2018).

Adicionalmente, Choi et al. (2018) referem que o H>O; reage com O, formando
CO; reduzindo o Oz livre e cria um ambiente anaerdbico que pode reduzir o
desenvolvimento de populagdes aerdbicas. O diacetil estd associado a um cheiro
caracteristico de alguns produtos lacteos, mas possui atividade antagonica quando
interage com a membrana celular de algumas bactérias alterando algumas vias
metabdlicas.

O potencial bactericida tornou-se atrativo para as industrias alimenticias, que tém
demonstrado grandes esfor¢os para o desenvolvimento de estudos sobre a sua aplicagao
para a preservagao de alimentos, como meio alternativo dos conservantes quimicos, sem
causar interferéncia na qualidade destes (SANTOS et al.,2020). Essa preocupacdo com a
preservacao dos alimentos ocorre porque muitas doencgas sao transmitidas por alimentos,
por se tratar de veiculo para bactérias como as Listeria monocytogenes, Clostridium
botulinum, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, S. aureus, E. coli e Salmonella spp
(PALMA, 2020).

Para Ayivi ef al. (2020) e Sharma et al. (2020) o uso de BALs na preservacao de
alimentos ¢ conhecido como biopreservagao, que ¢ uma abordagem natural para o uso de
microbiota controlada como alternativa para prolongar a vida util e preservar os
alimentos. Portanto, a biopreservagdo ¢ considerada como um dos muitos atributos
derivados das BALs no ambito da seguranga/deterioracdo de alimentos. Como as
bactérias acido laticas produzem naturalmente bacteriocinas que auxiliam na conservacao
dos alimentos, elas funcionam como sistema de defesa antagonico, inibitério e
antimicrobiano que atua contra patdgenos e microrganismos deteriorantes. Como
resultado, as BALs podem ser usadas como ferramenta para garantir a seguranga e a
qualidade dos produtos alimenticios.

Conforme Park ef al. (2020) ha pesquisa sobre bactérias acido laticas que
confirmou como cepas especificas possuem propriedades probidticas e conferem
caracteristicas sensoriais Unicas aos produtos alimenticios. A utilizagdo das BALs em
muitos produtos alimentares, confere varios beneficios a satde humana quando sao
frequentemente consumidas em quantidades adequadas.

Existem vérias bacteriocinas que ja foram caracterizadas de acordo com estudos
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bioquimicos e genéticos, como as lactocinas, plantaricinas, pediocinas e enterocinas,
porém, a que ¢ atualmente aceita como aditivo alimentar pela Organizagdo Mundial de
Satde ¢ a nisina, que tem utilizacdo relatada hd mais de 50 anos, e que atualmente ¢

comercializada e utilizada como conservante de alimentos no Brasil, e em diversos paises

(NOGUEIRA, 2022).

Bactéria Latica

Bacteriocina

L. lactis subsp.lactis

Nisina
Lacticina 481
Bacteriocina V e VII

Lactobacillus acidophilus

Lactacina F

L. curvatus

Curvacina A

Enterococcus faecalis

L. carnis Bacteriocina S

L. sake Sakacina A
Sakacina P

Lactobacillus sp. Bacteriocina

Leuconostoc

Leucocina A-UAL 187

Leuconostoc mesenteroides

Mesenterocina 5
Mesenterocina Y105

Pediococcus pentosaceus

Pediocina A

Pediococcus

Pediocina PA1

Quadro 1. Bacteriocinas produzidas por bactérias lacticas.

Fonte: Adaptagao de MORENO et al. (2008).

Em fun¢do da atividade antimicrobiana, a maioria das bacteriocinas atuam
desestabilizando seus patdogenos (Gram-positivos) através da lise celular, sendo pouco
eficazes contra bactérias Gram-negativas, por serem constituidas de uma membrana
externa formada de lipopolissacarideos (LPS) que atuam barreira mais resistente. Estas
caracteristicas também as tornam eficientes na bioconservacdo de alimentos pela ag¢do
inibitoria de microrganismos deterioradores, e para finalidades terapéuticas, pela atuagao

contra patogenos variados (VOIADURA et al., 2020).

2.3 Bactérias acido laticas como fonte de probioticos

Os consumidores estdo cada vez mais exigentes por alimentos naturais e
benéficos, a fim de melhorar a saide e bem-estar, os probidticos desempenham papel

importante nessa demanda, e os laticinios sd3o comumente usados como veiculos para
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essas bactérias, representadas predominantemente por BALs. Devido a demanda dos
consumidores, a industria alimenticia estd constantemente em busca de novas cepas,
levando a estudos que visam o isolamento e a caracterizacdo de suas propriedades
benéficas (LINARES et al., 2017).

Palma (2020), afirma que os probidticos sdo definidos como "microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a satide
do hospedeiro". Bactérias tém longa historia de uso seguro em alimentos. Ha aumento no
interesse por essas espécies, a medida que as pesquisas comegam a revelar os muitos
possiveis beneficios a saude associados ao seu uso.

Devido as propriedades a satde concedidas pela ingestdo de derivados lacteos,
estes produtos tém se tornado altamente consumidos com alta demanda. Por varios
mecanismos, as BALs presentes no leite e derivados estdo contribuindo para a saude
humana. Certas cepas de BALs como os géneros Lactobacillus, sdo altamente utilizadas
como bactérias promotoras de satude.

Na pesquisa desenvolvida por Moraes et al. (2019) com o objetivo de avaliar o
efeito das cepas probiodticas de Lactobacillus brevis e Bifidobacterium bifidum no
crescimento do biofilme de Staphylococcus aureus. Apos andlise, verificou-se que houve
diferenca significativa entre os grupos quando comparados em relacdo a quantidade de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

As acdes das BALs apresentam varios beneficios bem estabelecidos, eles podem
melhorar a digestdo da lactose, desempenhar papel na prevencdo e no tratamento da
diarreia e agem no sistema imunoldgico, ajudando o corpo a resistir e combater as
infeccdes. Mas, para que as BALs exercam qualquer efeito probiotico, elas precisam ser
capazes de sobreviver tanto aos acidos do estomago (pH tao baixo quanto 1,5) quanto aos
acidos biliares (pH tao baixo quanto 2) (GILLILAND 1990; TSUDA; KODAMA, 2021).

A esse respeito, Maldonado ef al. (2019) demonstraram por meio de microscopia
eletronica que 2 microrganismos probidticos, L. casei CRL 431 e L. paracasei CNCM I-
1518, aderem as células epiteliais intestinais através dos receptores € medeiam a
estimulagdo imune. Apds essa interacdao, ocorreu aumento na producao de citocinas e
proteina quimiotatica macrofaga, das células epiteliais intestinais, sem alterar a barreira
intestinal; apenas um ligeiro aumento na infiltra¢do de células mononucleares do intestino
delgado foi observado. Como consequéncia, as células epiteliais intestinais iniciam
complexa rede de sinais que estimulam as células imunes associadas a lamina propria e

ativam principalmente a resposta inata e as citocinas liberadas pelos linfocitos T.
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Do mesmo modo, Monteagudo-Mera et al. (2019) destacaram numerosas
evidéncias que mostraram que os probidticos podem ser uteis para o tratamento e
prevencdo de infec¢des urogenitais, especialmente em mulheres. As células do epitélio
da bexiga humana sao comumente usadas in vitro para prever a capacidade de adesao dos
probidticos e seu antagonismo contra patégenos durante a infec¢do urindria. Nesse
sentido, diferentes ensaios clinicos também relataram uma coloniza¢do probiotica
transitdria na vagina e comprovaram a eficacia da profilaxia probidtica para reduzir a
incidéncia de vaginose bacteriana.

Ademais, o 4cido latico (lactato), formado durante a quebra da glicose, tém efeito
positivo na saude. O lactato ¢ encontrado em produtos lacteos fermentados, como o
iogurte. Ao contribuir para a formagdo de um pH &4cido no trato intestinal, o lactato
aumenta a solubilidade e a disponibilidade do célcio e, promove sua absor¢do. O lactato
também aumenta a absorcao de calcio e de outros minerais, por exemplo ferro e fosforo
(XIMENES, 2019).

Os efeitos positivos do lactato para a regulacao da digestao sdao: melhor digestao
das proteinas do leite por precipitagdo de finas particulas coaguladas, estimulacdao da
sintese do suco gastrico e evacuacdo acelerada do conteudo gastrico pela ativacdo das
ondas peristalticas do estdmago. Uma vez que algumas bactérias patogénicas ndo sao
tolerantes a acidos, a diminui¢ado do pH pelo lactato tem efeito bacteriostatico ou
bactericida sobre essas bactérias sensiveis a acidos (GARCIA-BURGOS et al., 2020).

Entre os varios beneficios para a saide as BALs sdo probidticos que agem na
modulacdo da microbiota intestinal, imunomodulagdo, efeitos antimicrobianos,
anticancerigenos e antiobesidade. Devido aos seus diversos beneficios, sdo utilizadas
como ingredientes alimenticios funcionais. No entanto, nem todos as BAL sdo
probidticos e os mesmos devem ser avaliados quanto aos seus atributos probioticos e
perfil de seguranga (WANG et al., 2021).

Em concordancia Hernandez-Gonzalez et al. (2021) destacam que as BALs
compreendem grande variedade de géneros. Existem em uma gama evidente de habitats,
incluindo trato gastrointestinal, cavidade oral, trato vaginal de humanos e animais,
alimentos fermentados, silagens e compostos. Eles possuem vérios beneficios para a
satide do hospedeiro, como melhora da fungdo imunoldgica, melhor digestao, controle de
doencas inflamatoérias intestinais, alivio da constipacdo e fortalecimento da barreira
mucosa. Alguns isolados ainda possuem efeitos anticancerigenos ou antidiabéticos.

Portanto as BALs foram consideradas como melhores candidatas a probiotico.
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As BALs como candidatas a probidticos devem ser testadas quanto a
sobrevivéncia no trato gastrointestinal, tolerdncia abaixo pH e bile, atributos de
agregacao, potencial antimicrobiano e perfil de seguranga. BALs probidticos isolados de
varias fontes, como vegetais, frutas, produtos lacteos e alimentos fermentados sao usados
como cultura inicial em varios produtos alimenticios. Devido aos seus beneficios para a
saude, os probiodticos agora sdo tendéncia em produtos para alimentacdo humana e animal.
Embora as BALs sejam a principal fonte de probidticos, o perfil de seguranca deve ser
avaliado antes da comercializacio (HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2021).

Utilizada historicamente para melhorar a preservacdo de alguns alimentos, a
pesquisa nutricional tem revelado seu papel fundamental no equilibrio intestinal e
imunologico. Os probidticos sao microrganismos consumidos desde o inicio dos tempos
por meio de certos alimentos fermentados (iogurte, queijo, chucrute etc.) (MORADI et
al.,2021).

As bactérias probiodticas pertencem a apenas algumas familias, dentro dessas
familias numerosas, de acordo com as pesquisas realizadas, certas cepas foram
selecionadas por sua capacidade de sobreviver no intestino e pelas fortes interagdes que
podem desenvolver com este. Elas formam barreira no intestino contra microrganismos
indesejados (LINARES et al., 2017). Essa barreira ¢ passiva e ativa, passivas, porque
ocupam espago € consomem nutrientes essenciais para o crescimento microbiano, e
ativas, pois os fermentos laticos produzem as chamadas substancias inibidoras, limitando
a sobrevivéncia e proliferacdo de bactérias nocivas (TSUDA; KODOMA, 2021).

Nos ultimos anos, os relatdrios cientificos mostram que as BALs tém muitos
efeitos positivos para a satde, sdo usadas como cultura inicial na fermentacao do leite e
por sua capacidade fermentativa e sdo enriquecedores de nutrientes, melhorando os
atributos organolépticos, melhorando a seguranga alimentar e trazendo beneficios para a
satde. A maioria das bactérias probioticas atualmente disponiveis no mercado, pertence

aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (WIDYASTUTI, 2014; EUSEBIO, 2020).
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Tabela 1. Microrganismos com propriedades probioticas

Lactobacillus Bifidobacterium Outras bactérias acido laticas
L. acidophilus’ B. adolescentis Enterococcus faecalis*

L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium

L. casei! B. bifidum! Lactococcus lactis

L. crispatus B. breve Leuconstoc mesenteroides

L. delbrueckii subsp. bulgaricus'  B. infantis Pediococcus acidilactici

L. gallinarum? B. lactis Sporolactobacillus inulinus
L. gasseri B. longum Streptococcus thermophilus

L. johnssonii

L. paracasei’

L. plantarum !
L. reuteri

L. rhamnosu

Aplicagdo principal industria alimenticia; >Aplicacio principal para animais.

Fonte: The American journal of clinical nutrition, v. 73.

De acordo com Sharma et al. (2021) as BALs sdo microrganismos seguros,
capazes de proporcionar condigdes saudédveis a seres humanos e animais. Os probioticos
sdo usados em medicina humana na prevengao e tratamento de doencas, na regulacio da
microbiota intestinal, disturbios gastrointestinais, ¢ como imunomoduladores, ¢ na
inibicdo da carcinogénese. Em medicina veterinaria, além dessas aplicagdes, podem
também serem usados como promotores de crescimento (MOURA, 2022).

Alguns estudos sugerem que os produtos alimenticios fermentados das bactérias
proporcionam melhor digestibilidade, assimilacdo de nutrientes e efeitos sobre a
constipagdo. Alguns exemplos de efeitos benéficos sob investigacdo incluem o alivio da
intolerancia a lactose, prevengao e tratamento da diarreia, manutengao da flora intestinal
normal, antagonismo contra patdégenos, estimulacao do sistema imunologico, atividade
anticarcinogénica e redugio dos niveis de colesterol sérico (EUSEBIO, 2020).

Para Tsuda, Kodoma (2021), as BALs representam a principal fonte de alimentos
com caracteristicas probidticas, comunicam-se com as cé¢lulas intestinais, permitindo
ativacdo do sistema de defesa, através da ativagao ocorrera a producao de uma camada de

muco protetora, de anticorpos e consequentemente, o endurecimento das jungdes entre as
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células.

Elas participam, juntamente com as outras bactérias da microbiota, na escavacao
de residuos de alimentos que nao sao capazes de digerir, tais como fibras ou, para alguns,
lactose. Isso tem varias vantagens: por um lado, reduz a quantidade de residuos e facilita
sua eliminacdo. Por outro lado, esta digestao residual produz nutrientes essenciais para a
mucosa intestinal e para o organismo. Numerosos estudos mostraram, portanto, a eficacia
dos probidticos em manter o transito intestinal harmonioso (AJUWON, 2015;
FERNANDO et. al., 2018).

Segundo Eusébio (2020); Moura (2022) eles induzem a rea¢do imunoldgica
essencial para a luta contra as infec¢des. Os probidticos tém mostrado repetidamente sua
implicacdo na manutengao e retorno do conforto intestinal, em particular, em individuos
com sindrome do intestino irritavel. Da mesma forma, muitas pesquisas tém demonstrado
o valor de probidticos na manutencdo de uma resposta imune saudavel e na restauragao
da microbiota intestinal alterada, apds a ingestdo de antibidticos. As cepas de BALs
probidticos contido em produtos lacteos fermentados e seus compostos bioativos t€m
muitos efeitos positivos para a saude, incluindo efeitos imunomoduladores e anti-
hipertensivos (Aragon et al., 2014; Jones et al., 2012).

As doengas cardiovasculares (DCV) constituem importante problema de satude
publica e o nivel elevado de colesterol no sangue esta entre os principais fatores de risco
para DCV. Recentemente, foi relatado que o teor de colesterol de alguns produtos lacteos
fermentados ¢ menor do que o do leite (Bonczar et al., 2016). Estudos mostram que
bactérias probidticas em produtos lacteos fermentados demostraram efeito
hipocolesterolémico ao precipitar o colesterol com a hidrélise do acido biliar conjugado
enquanto assimilam o colesterol e os sais biliares. Por exemplo, cepas de Lactobacillus
plantarum Lp27 isolado do kefir tibetano diminuiu notavelmente os valores de
triglicerideos, colesterol total sérico e colesterol de lipoproteina de baixa densidade em
ratos hipercolesterolémicos, inibindo a doenca de Niemann-Pick (Huang et al., 2013).

Além disso, em pesquisas realizadas com ratos alimentados com uma dieta
contendo altos niveis de colesterol, trés cepas de BALs (Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus) foram capazes de reduzir os niveis
séricos de colesterol total, colesterol de lipoproteina de baixa densidade e triglicerideos
(Zheng et al, 2013). Em um estudo clinico incluindo mulheres com sobrepeso e
hipertensao, foi determinado que o queijo Minas Frescal fermentado com Lactobacillus

casei aumentou o colesterol de lipoproteina de alta densidade, reduziu o colesterol de
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lipoproteina de baixa densidade e triglicerideos e afetou positivamente a hemoglobina e
o hematdcrito (Sperry et al., 2018). Os efeitos hipocolesterolémicos do kefir convencional
também foram relatados quando comparados ao comercial (Bourrie et al., 2018). Uma
vez que os produtos lacteos fermentados tradicionais sdo fontes valiosas de lactobacilos
probidticos com atividade de assimilacao do colesterol, sua atividade hipocolesterolémica
¢ mais forte do que a de outros alimentos fermentados (Sun et al., 2015).

Embora existam muitas linhagens probioticas bem caracterizadas disponiveis para
uso comercial, o isolamento e caracterizacdo de novas cepas ¢ desejavel para a

formulagdo de alimentos probidticos modernos (FERNANDES et al., 2018).
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CAPITULO II - POTENCIAL TECNOLOGICO E PROBIOTICO DA
MICROBIOTA DE LEITE A2A2 DE VACAS JERSEY.

RESUMO

Objetivou-se fazer a sele¢iio de Bactérias do Acido Laticas (BAL) autéctones de leite com
potencial tecnoldgico e probiotico. Foram coletadas 7 amostras de leite de conjunto cru,
refrigerado em tanque de resfriamento de vacas da raca Jersey com gendtipo A2A2, em
uma pequena propriedade produtora de leite situada em Cidade Ocidental — GO e
encaminhadas para o laboratorio de microbiologia do Instituto Federal Goiano, no
Campus Rio Verde. As andlises foram desenvolvidas através da caracterizacao
morfolodgica e teste de catalase, da microbiota latica presente nas amostras de leite, além
de determinar as propriedades tecnoldgicas (capacidade de acidificacdo, atividade
proteolitica extracelular, producdo de exopolissacarideos, producdo de diacetil,
resisténcia em diferentes valores de pH e concentragdes de bile). Obteve-se valores
médios de 3,2 x 10° UFC/mL de BALs. Dos 124 isolados, 44% apresentaram
caracteristicas morfologicas de BALs, sendo 45% com morfologia de cocos, 29%
cocobacilos e 26% de bacilos. Quanto a formacao de halos de inibi¢dao, observou-se de
2mm a 6mm nos testes com bactérias Gram-negativas (S. Enteritidis e £. Coli), enquanto
para bactérias Gram-positivas (S. aureus e cepa controle L. sakei) obteve-se frequéncias
menores para halos de 2mm a 6mm de diametro. Para todos os microrganismos alvo, os
halos menos ocorrentes foram de 12-16mm e >20mm, sendo que os halos >20mm foram
mais frequentes para S. aureus e E. Coli. Os resultados obtidos na avalia¢ao da capacidade
de acidificacdo demonstraram, que 7% das cepas (C.1; C.7; C.8; e C.11) demonstram a
capacidade de acidificacao abaixo de pH 6, variando entre 5,19 e 5,85 em até 6 horas de
incubacgdo. Ja para pH< 5, 22% das cepas foram capazes de acidifica¢do apds 24 horas de
incubagdo, sendo a capacidade que resultasse em pH menor de 4.6 observados nas cepas
(C.7;C.6;,C.8;C.11; C.16; C.38; C.39 ¢ C.43), com pH 4.58; 4,52; 4,44; 4,56, 4.59; 4.58;
4.59; 4.57, respectivamente. A atividade proteolitica foi observada em 20% cepas (C. 1;
C.7; C.8; C.9; C.11; C.12; C.13; C.23; C.29; C.43; C.47). Nenhuma das cepas testadas
foram capazes de produzir exopolissacarideos a partir da lactose, sendo consideradas EPS
negativas. Por outro lado, 13% apresentaram a capacidade de produzir diacetil. Em
relacdo a avaliacdo da capacidade de desenvolvimento em diferentes valores de pH, 58%
das cepas apresentaram a viabilidade em pH 4acido (1 a 3), e apenas 33%, apresentaram
viabilidade durante as 12 horas de avaliacdo. Para a capacidade de resisténcia as
concentragdes de sais biliares, 41% foram capazes de resistir as concentragoes de 1% e
2% de concentracdo de sais biliares, mas ndo em todo o periodo de avaliagdo. Trés
isolados que mais demostraram atributos nas avaliagdes, foram identificados por meio de
sequenciamento do gene codificador do RNA ribossomal do gene 16S, sendo os géneros
Lactobacillus e Leuconostoc mesenteroides identificados. Os resultados obtidos nesta
pesquisa demonstraram que a microbiota latica do leite A2A2 de vacas Jersey apresenta
potencial tecnoldgico e probiodtico. Portanto, a pesquisa e o desenvolvimento da
microbiota do leite A2A2 podem oferecer oportunidades para a industria de laticinios
proporcionando melhorias, qualidade do leite € aumento na lucratividade.

Palavra-chave: Bactérias probidticas. Industria de alimentos. Lactobacillus.

Leuconostoc.
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TECHNOLOGICAL AND PROBIOTIC POTENTIAL OF THE A2A2 MILK
MICROBIOTA FROM JERSEY COWS

ABSTRACT

The objective was to select indigenous lactic acid bacteria (LAB) from milk with
technological and probiotic potential. A total of 7 samples of raw milk were collected,
refrigerated in a cooling tank from Jersey cows with genotype A2A2, on a small milk
producing property located in Cidade Oeste — GO and sent to the microbiology laboratory
of the Institute Federal Goiano, in Rio Verde Campus. The analyzes were developed
through morphological characterization and catalase testing, of the lactic microbiota
present in the milk samples, in addition to determining the technological properties
(acidification  capacity, extracellular proteolytic  activity, production of
exopolysaccharides, production of diacetyl, resistance at different values of pH and bile
concentrations). Average values of 3.2 x 10° CFU/mL of BALs were obtained. Of the 124
isolates, 44% showed morphological characteristics of LABs, with 45% having the
morphology of cocci, 29% coccobacilli and 26% bacilli. Regarding the formation of
inhibition halos, it was observed from 2mm to 6mm in tests with Gram-negative bacteria
(S. Enteritidis and E. Coli), while for Gram-positive bacteria (S. aureus and control strain
L. sakei) lower frequencies were obtained for halos from 2mm to 6mm in diameter. For
all target microorganisms, the least common halos were 12-16mm and >20mm, with halos
>20mm being more frequent for S. aureus and E. Coli. The results obtained in the
evaluation of the acidification capacity demonstrated that 7% of the strains (C.1; C.7; C.8;
and C.11) demonstrated the acidification capacity below pH 6, varying between 5.19 and
5.85 within 6 hours of incubation. For pH< 5, 22% of the strains were capable of
acidification after 24 hours of incubation, with the capacity resulting in a pH lower than
4.6 observed in the strains (C.7; C. 6; C.8; C.11; C.16; C.38; C.39 and C.43), with pH
4.58; 4.52; 4.44; 4.56; 4.59; 4.58; 4.59; 4.57, respectively. Proteolytic activity was
observed in 20% strains (C. 1; C.7; C.8; C.9; C.11; C.12; C.13; C.23; C.29; C.43; C.47).
None of the strains tested were capable of producing exopolysaccharides from lactose,
being considered EPS negative. On the other hand, 13% showed the ability to produce
diacetyl. Regarding the evaluation of the development capacity at different pH values,
58% of the strains showed viability at acidic pH (1 to 3), where only 33% showed viability
during the 12 hours of evaluation. For the ability to resist bile salt concentrations, 41%
were able to resist concentrations of 1% and 2% of bile salt concentrations, but not
throughout the evaluation period. Three isolates that demonstrated the most attributes in
the evaluations were identified through sequencing of the gene encoding the 16S
ribosomal RNA, with the genera Lactobacillus and Leuconostoc mesenteroides
identified. The results obtained in this research demonstrated that the lactic microbiota of
A2A2 milk from Jersey cows has technological and probiotic potential. Therefore,
research and development of the A2A2 milk microbiota can offer opportunities for the
dairy industry to improve milk quality and increase profitability.

Keywords: Probiotic bacteria. Food industry. Lactobacillus. Leuconostoc.
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1. INTRODUCAO

O leite ¢ considerado um dos alimentos basicos da dieta pelo alto valor nutricional.
E o primeiro alimento empregado entre os mamiferos, fornecendo toda a energia e
nutrientes necessarios para o crescimento e desenvolvimento em seus primeiros periodos
de vida. A ingestao de leite cessa apds o desmame em todos os mamiferos, exceto nos
humanos, que continuam a consumi-lo na idade adulta, ndo apenas como leite, mas
também como produtos lacteos (FERNANDEZ-RICO et al., 2022).

O aumento expressivo do consumo de leite proveniente de vacas que produzem
de maneira exclusiva os alelos A2 da -caseina ¢ concreto e tem recebido cada vez mais
énfase em ambito mundial. Muitos paises ja regulamentaram o produto, que é conhecido
na cultura popular de “Leite A2A2”, e diferentes industrias t€ém oferecido para o
consumidor essa op¢ao (ARAGON, 2020).

Muitas caracteristicas da proteina do leite sdo consequéncia de polimorfismos
genéticos das vacas leiteiras, razdo pela qual existem interessados em melhorar a
producdo de leite na industria de laticinios e melhorar os rebanhos bovinos
(FERNANDEZ-RICO et al., 2022). A composi¢ao proteica explica muita das aplicagdes
do leite na industria, além de seu valor nutricional. Tem na sua composi¢cdo
aproximadamente 87% de agua, 3% de proteinas, 3 a 4% de gorduras, 4 a 5 % de
carboidrato (lactose), 0,1% de vitaminas e 0,8% de sais minerais, além de aminodcidos
essenciais, sendo, um alimento de alto valor biolégico (RAMAKRISHNAN et al., 2020).

Todavia, as implicagdes relacionadas a saude da ingestdo do leite de vaca também
tém sido a base de estudos epidemioldgicos recentes. Atualmente, cerca de 20% a 25%
da populacao mundial apresenta algum agravo digestivo apds o consumo de leite e seus
derivados. Contudo, estima-se que somente 5% da populacdo possuem intolerancia a
lactose. Diferentes pesquisas apontam que um percentual muito menor de consumidores
de produtos a base de leite produzidos por vacas da raga Jersey apresenta esse tipo de
problema (ARAGON, 2020).

Sabe-se que ¢ na microbiota intestinal que os nutrientes que sdo ingeridos na
alimentacdo sdo convertidos em produtos metabodlicos que poderdo afetar a satide do
intestino e por consequéncia a satde do individuo. A dieta esta associada de forma direta
na integridade da mucosa do intestino e no equilibrio da microbiota, visto , quando essa
estabilizacdo se rompe, pode ser instalado um quadro de disbiose intestinal (OLIVEIRA

etal., 2019).
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Para tanto, levando em consideracdo o significado do leite para a nutri¢do e
coloniza¢do por microrganismos do intestino de seres humanos, torna-se imperiosa a
investigacao do potencial biotecnologico da microbiota.

Desse modo, essa pesquisa teve como objetivo, caracterizar a microbiota latica do
leite A2A2 de vacas Jersey de uma propriedade rural situada em Cidade Ocidental -GO e
avaliar o seu potencial antagonista frente a cepas patogénicas (S. Enteritidis, E. coli e S.
aureus), tecnologico (capacidade de acidificagdo, atividade proteolitica, formagao
exopolissacarideos e produgdo de diacetil) e probidtico, quanto ao seu desenvolvimento
em diferentes valores de pH e concentracdes de bile, além de determinar a diversidade

genética da microbiota latica.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo e coleta de amostras

As amostras foram coletadas de leite de conjunto cru, refrigerado em tanque de
resfriamento, em uma pequena propriedade produtora de leite situada em Cidade
Ocidental (16°06'08.2"S 47°47'03.1"W), regido leste do estado de Goias, sendo uma
regido que predomina o cerrado com tipologia climéatica tropical, com invernos secos €
verdes chuvosos. A propriedade de 30 hectares produz cerca de 200 litros de leite/dia de
cerca de 15 animais da raga Jersey com genotipo A2A2 com idades entre 3 € 9 anos,
alimentados em pasto, com média anual de 80.000 unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL). Sete amostras foram coletadas ao longo de 5 meses em frascos
estéreis e mantidas sob refrigeragdo acondicionadas em caixas térmicas e encaminhadas
para o laboratorio de microbiologia aplicada do Instituto Federal Goiano — Campus Rio

Verde, para a realizacao das analises.

2.2 Isolamento de bactérias acido laticas

As amostras foram submetidas a diluigdes seriadas decimal (1:10), em solugdo
salina Nacl 0,85%. As diluigdes foram semeadas em duplicatas por técnica de
profundidade, em dgar Man, Rogosa & Sharpe (MRS agar, Merck, Darmstadp, Germany)
e incubadas a 35°C por 72 horas em jarra com gerador de anaerobiose (Jarra Anaerdbica

PVC Branco, Permution, A0400/JA0401) (NERO et al., 2008; FERREIRA, 2017).

Apo6s o periodo de incubacdo, as colonias foram selecionadas aleatoriamente
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considerando a diversidade de colonias de BALs encontradas em cada placa e estriadas
em novas placas contendo meio MRS, atingindo o total de 124 coldonias que foram
incubadas a 35° C por 48 horas. Apos o periodo de incubagdo foram submetidas ao teste
de catalase e coloracdo de Gram (RIBEIRO, 2019). No total 55 isolados com reagao
negativa ao teste de catalase, caracteristicas morfoldgicas de cocos e bacilos foram
selecionadas para os testes descritos no estudo, sendo armazenadas em agar MRS sob

temperatura de 4°C até o inicio da fase seguinte.

2.3 Potencial Antagonista

As 55 culturas isoladas de BAL foram testadas quanto ao potencial antagonista,
sendo as cepas alvo: Escherichia coli (E. coli) em caldo EC BROTH (Himedia
laboratories pvt. Ltd., Mumbai, fndia); Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) em agua
peptonada tamponada (Merck germany, USA); Staphylococcus aureus (S. aureus) em
caldo infusao de cérebro e coracao (BHI). Para o controle positivo, foi utilizado cepas de

Lactobacillus Sakei 2% (Lb Sakei), conhecida por ser produtora de bacteriocinas.

Quadro 2. Microrganismos indicadores utilizados na avalia¢ao do potencial antagonista
de bactérias acido laticas isoladas de leite de cru bovino.

Microrganismos Indicadores Procedéncia
E. coli ATCC 22097
S. aureus ATCC 25293
S. enteritidis ATCC 13076
L. sakei 28

As cepas alvo foram revitalizadas em meio Agar Triptona de Soja (TSA), e cepa
controle positivo em meio dgar MRS, sendo incubadas a 35°C por 24 horas. Apods
incubacio, indculos foram padronizados a 108 UFC/mL, com NaCl 0,85%, de acordo com
a escala nefelométrica de Mc Farland. As dilui¢des seriadas decimais foram realizadas
até 10° nos respectivos caldos EC, 4gua peptonada tamponada, BHI, e MRS de acordo
com cada microrganismo.

As culturas foram submetidas ao protocolo spot-on-the-lawn (adaptada) para
avaliacdo do perfil antagonista, que consistiu em inocular 20uL da cultura recuperada

anteriormente em caldo MRS em placas contendo 4gar MRS modificado com, 0,5% de



44

dextrose (Becton, Dickinson and company Sparks, USA), de forma que houvesse trés
pontos em cada placa de isolados e um ponto da L. sakei 2°* para o controle positivo. Apds
incubagdo de 35° C por 24 horas, cada placa recebeu uma sobrecamada de 8,0 mL dos
indculos com 10° das cepas alvo em caldos EC, 4gua peptonada, BHI, e MRS de acordo
com a cepa, € 75% de meio semissolido, agar bacteriologico (Himedia®).

Apobs a solidificacdo, as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas,
posteriormente sendo avaliadas quanto a formagao de halos de inibi¢ao ao redor das
colonias de BAL semeadas. Foram mensurados os diametros dos halos de inibigao a partir
de 2mm com auxilio de paquimetro digital (Absolute). A presenca de halos de inibi¢do =
ou >2mm foi registrada como atividade antimicrobiana do isolado testado (ORTOLANI,

2010; KOCH, 2014; RIBEIRO, 2019).

2.4 Avaliacao do potencial tecnologico

Para esta etapa os isolados de BALs foram revitalizados em caldo Infusdo de
Cérebro e Coracao (BHI) (Kasvi®) e incubados a 35°C por 24 horas, para que na

sequéncia fossem realizados os testes de avaliagao.

2.4.1 Atividade acidificante (AA)

Consistiu em inocular 1% volume de soluto de cepas revitalizadas em tubos
contendo 10 mL de leite em p6 desnatado reconstituido estéril (10% peso/volume) que
foram incubadas a 37°C. Sendo o pH aferido com 0, 6 e 24 horas com um medidor de pH
digital de bancada (Mod. LUCA-210), sendo os dados expressos com média da duplicata
de cada isolado (RIBEIRO, 2019).

2.4.2 Atividade proteolitica extracelular (APE)

Sendo realizada conforme Dal Bello et al. (2012) e Ribeiro (2019), utilizando 20
microlitros de cada cultura revitalizada anteriormente em caldo BHI e inoculadas sobre a
superficie de agar bacteriologico (Himedia®) a 2% preparado com 10% p/v de leite
desnatado em p6 (Molico®), e depois incubado a 37°C durante quatro dias. A APE foi

considerada positiva pela formagao de zonas claras ao redor das coldnias.
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2.4.3 Formacao de exopolissacarideos (EPS)

A producdo de EPS a partir da lactose foi determinada conforme Cogan (1986);
COSTA (2010); Dal Bello et al. (2012), com adaptagdes. A produgdo de EPS a partir de
lactose foi determinada apos as aliquotas de cada cultura serem inoculadas em tubos
contendo 10 ml leite desnatado em pé reconstituido (10% p/v), sendo incubadas a 37°C
por 24 horas. A cultura seria considerada positiva de forma qualitativa (positivo ou

negativo) para EPS se apds coagulacao formasse em uma espécie de fio viscoso.

2.4.4 Producao de diacetil (PD)

Para a avaliacdo da produgdo de diacetil, as estirpes revitalizadas (1% p/v) foram
inoculadas em 10 mL de MRS e incubada a 37°C durante 24 horas. 1 ml de cada
suspensdo de células foi combinado com 0,5 mL de a-naftol (1% p/v) e KOH (16% p/v)
e incubado a 37°C durante 10 minutos. A produgao de diacetil foi indicada pela formacao

de um anel vermelho no topo dos tubos (DAL BELLO et al., 2012); (RIBEIRO, 2019).
2.5 Potencial probiotico
2.5.1 Desenvolvimento em diferentes valores de pH

A simulagdo in vitro de resisténcia aos diferentes valores de pH para simulagao
de resisténcia ao acido cloridrico, foi determinada conforme Dal Bello et al. (2012);
Ribeiro (2019) com adaptagdes. Foram inoculados 66 plL de cepas que estavam
revitalizadas em caldo MRS, em tubos contendo 1,0 mL de solugdo salina fosfatada,
composta por cloreto de sddio, cloreto de potassio, fosfato dissodico, fosfato de potassio
monobasico e acido cloridrico, ajustados para pH 1, pH 2, pH 3, pH 7, pH 8 e pH 12,
utilizando o &cido cloridrico 1N e o hidroxido de sdédio 0,5M para ajustes do pH. Cada
in6culo foi submetido a microplaca de microtitulagao de 96 pogos estéril (Olen® K30-
5096U), e cada microtubo foi preenchido com 160 pL de cada indculo e avaliado por um
periodo de 12 horas, através de leitor de MicroPlaca (Molecular Devices Versa Max),

com densidade optica (DO) de 640nm a 37°C.
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2.5.2 Desenvolvimento em diferentes concentracoes de bile

Para esta etapa foram inoculados 66 pL da cultura obtida com caldo MRS, em
microtubos contendo 1,0mL do caldo MRS suplementado com sais biliares Oxbile
(Oxgall) (Sinergia Cientifica) ajustados para 0,2%; 0,3%; 1% e 2%, e em seguida
transferido 160 pL. dos isolados para as mesmas microplacas (96 pocos) estéreis. Apos
foram submetidas a leitor de MicroPlaca (Molecular Devices Versa Max), sendo a
absorbancia do cultivo determinada pela leitura de DO de 640nm a 37°C a cada 1 hora,
durante 10 horas. Como controle negativo culturas cultivadas em caldo MRS foram
utilizadas. Os experimentos foram realizados em duplicatas (TODOROV et. al, 2011;
RIBEIRO, 2019).

2.6 Sequenciamento

ApOs os testes e avaliagoes, 3 isolados de BALs que mais demonstraram potencial
tecnologico e probidtico foram selecionadas para a realizagdo do sequenciamento
genético. Os isolados foram estriados em placas de Petri em meio MRS e enviados para
a empresa Imunova Anélises Biologicas LTDA, em Curitiba - Parana.

As sequéncias de DNA bacteriano foram analisadas através de um
pipeline tecnoldgico passando por duas etapas, sequenciamento do DNA e as etapas
computacionais. A identificacdo das bactérias foi realizada por sequenciamento de genes
especificos, pela técnica de Sanger, modificada (HEINER ef al., 1998). Para anélise, o
produto do sequenciamento foi convertido no seu equivalente reverso e complementar, e
entdo as sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o software MegaX (versdo 10.0.5,
2019). As sequéncias obtidas apos o alinhamento foram entdo comparadas com
sequéncias disponiveis no Centro Nacional para Informag¢ao em Biotecnologia (NCBI,

National Center for Biotechnology Information) através da ferramenta BLASTn®.
3. RESULTADOS

Potencial antagonista

Das 7 amostras coletadas de leite in natura obteve-se valores médios de 3,2 x 10°
UFC/mL de BALs. Dos 124 isolados, 55 (44%) apresentaram caracteristicas
morfologicas de BALs, sendo reacao ao teste de catalase negativa e coloracao de Gram-
positiva. Das 55 denominadas BALs, 25 (45%) com morfologia de cocos, 16 (29%)
cocobacilos e 14 (26%) de bacilos.
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Na tabela 2 ¢ possivel observar que dos 55 isolados de BALs 85,45% (47/55)
apresentaram halos > 2mm, frente a bactéria Gram-negativa (E. coli) e (S. Enteritidis),
enquanto 83,64% (46/55) frente a bactéria Gram-positiva S. aureus e 80% (44/55) frente

a cepa de L. sakei.

Tabela 2. Frequéncia do potencial antagonista (halo > 2mm) de 55 isolados de BALs
proveniente de leite de A2A2 de vacas Jersey, frente a microrganismos patogénicos.

Microrganismo n=355 %

Escherichia coli 22097 47 85,45%
Salmonella enteritidis ATCC 13076 47 85,45%
Staphylococcus aureus ATCC 25923 46 83,64%
Lactobacillus sakei 2° 44 80,00%

Nota: (n) niimero de isolados e porcentagem de inibicao a cepas alvo.

Os isolados de BALs foram categorizados de acordo com o diametro do halo de
inibicdo formado para cada patdgeno testado. Na tabela 3 observou-se que maior
quantidade de isolados de BALs tiverem formacao de halos de inibi¢do de 2mm a 6mm
nos testes com bactérias Gram-negativas (S. Enteritidis e E. Coli), enquanto bactérias
Gram-positivas (S. aureus e cepa controle L. sakei obtiveram frequéncias menores para
halos de 2mm a 6mm de diametro; os halos menos ocorrentes foram de 12-16mm e
>20mm para todos os microrganismos alvo. Halos>20mm foram mais frequentes para S.

aureus ¢ E. Coli.

Tabela 3. Diametro médio de halos produzidos por 55 isolados de BALs frente a
microrganismos patogénicos.

Microrganismo Alvo <2mm 2-6mm 7-11lmm 12-16mm >20mm
% % % % %

Escherichia coli 22097 14,55 54,55 25,45 0,00 5,45
Salmonella enteritidis 14,55 58,18 21,82 1,82 3,64
ATCC 13076

Staphylococcus aureus 16,36 52,73 21,82 1,82 7,27
ATCC 25923

Lactobacillus sakei 2° 20,00 5091 27,27 0,00 1,82

Nota: <2mm considerado negativo; >2mm registrada como atividade antimicrobiana.
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Com relagdo a frequéncia da morfologia dos isolados que apresentaram potencial
antagonista frente aos patdgenos, na tabela 4 observa-se que a partir dos 55 isolados que
demonstraram potencial de inibigdo frente E. coli, 46,81% (22/55) eram cocos, 27,66%
(13/55) cocobacilos € 25,53% (12/55) bacilos; frente a S. Enteritidis 48,98% (23/55) cocos,
25,53% (12/55) cocobacilos e 25,53% (12/55) bacilos; frente a S. aureus 47,83% (22/55)
cocos, 28,26% (13/55) cocobacilos e 29,55 (13/55) bacilos.

Tabela 4. Frequéncia das caracteristicas morfologicas dos isolados de BALs que
apresentaram potencial antagonista frente aos patégenos testados.

Microrganismos % Cocos % Cocobacilos % Bacilos

Escherichia coli 22097 46,81 27,66 25,53

Salmonella Enteritidis

ATCC 13076 48,94 25,53 25,53
Staphylococcus aureus

ATCC 25923 47,83 28,26 23,91
Lactobacillus sakei 2¢ 40,91 29,55 29,55

Potencial tecnoldgico

Os resultados obtidos na avaliacdo da capacidade de acidificacdo demonstraram,
conforme tabela 5, que dos 55 isolados, apenas 7% (4) cepas (C.1; C.7; C.8; e C.11)
demonstram a capacidade de acidificagdo abaixo de pH 6, variando entre 5,19 e 5,85 em
até 6 horas de incubacdo. Ja para pH <5 observou-se que 22% (12/55) dos isolados foram
capazes de acidificagcdo ap6s 24 horas de incubagao, sendo a capacidade que resultasse
em pH menor de 4.6 (ponto isoelétrico da caseina) observados nas cepas (C.7; C. 6; C.8;
C.11; C.16; C.38; C.39 e C.43), com pH 4.58; 4,52; 4,44; 4,56; 4.59; 4.58; 4.59; 4.57,

respectivamente.
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Tabela 5. Resultados da avaliacdo das caracteristicas tecnoldgicas de 55 isolados de
bactérias 4cido laticas.

*Capacidade de acidificacio

Potencial Tecnologico

(pH)

15};’23;’5 Oh 6h | 24h | APE [ EPS [Diacetil
C.1 6,7 585 462 (B () )
C.2 6,7 655 571 () ) )
C.3 6,7 6,69 599 () ) )
C.4 6,7 667 576 () ) )
C.5 6,7 667 503 () ) )
C.6 6,7 6,65 458 () ) )
C.7 6,7 528 452 1 () (+)
C.8 6,7 509 444 () (+)
C.9 6,7 6,67 460 () (O )
C. 10 6,7 6,67 510 () ) )
C. 11 6,7 557 45 () () (+)
C. 12 6,7 628 565 (B () )
C. 13 6,7 6,65 460 (B () (+)
C. 14 6,7 6,54 542 () ) )
C. 15 6,7 652 569 () ) )
C. 16 6,7 6,69 459 () ) )
C. 17 6,7 6,61 510 () ) )
C. 18 6,7 637 583 (9 ) )
C. 19 6,7 649 460 () ) )
C. 20 6,7 639 555 () ) )
C.21 6,7 6,55 526 () ) )
C.22 6,7 6,69 500 () ) )
C.23 6,7 6,66 58 () () )
C.24 6,7 6,54 520 () ) )
C.25 6,7 632 565 () ) )
C.26 6,7 621 571 () ) )
C.27 6,7 667 562 () ) )
C.28 6,7 645 554 () ) )
C.29 6,7 649 542 (B () )
C.30 6,7 639 569 () ) )
C.31 6,7 6,66 563 () ) )
C.32 6,7 628 510 () ) )
C.33 6,7 6,67 585 () ) )
C.34 6,7 612 552 () ) )
C.35 6,7 661 531 () ) )
C.36 6,7 645 526 () ) )
C.37 6,7 638 566 () ) )
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38
39
40
41
42
43

.44
.45

46
47
48
49
50
51

.52
.53

54
55

6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7

6,48 4,58
6,68 4,59
6,45 5,42
6,66 5,69
6,63 5,65
6,55 4,57
6,48 5,54
6,49 5,78
6,37 5,10
6,59 5,64
6,58 5,42
6,45 5,71
6,45 5,10
6,66 5,06
6,48 5,55
6,69 6,09
6,66 5,21
6,25 5,53

) Q) Q)
) ) Q)
) Q) Q)
) Q) Q)
) ) Q)
() Q) )
) ) ()
) ) Q)
) ) Q)
() ) ()
) ) Q)
) Q) Q)
) ) Q)
) Q) Q)
) ) ()
) ) Q)
) Q) Q)
) ) )

* Resultados expressos com médias das duplicatas de cada isolado.
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Neste estudo, a atividade proteolitica foi observada em 20% (11) cepas (C. 1; C.7;
C.8; C.9; C.11; C.12; C.13; C.23; C.29; C.43; C.47), sendo que 80% das cepas avaliadas

ndo apresentaram atividade proteolitica extracelular (tabela 5). Conforme observado na

tabela 5, nenhuma das cepas testadas foram capazes de produzir exopolissacarideos a

partir da lactose, sendo consideradas EPS negativas. Por outro lado, 13% (7) dos isolados

apresentaram a capacidade de produzir diacetil.

Para a etapa seguinte, optou-se por avaliar as 12 cepas que mais apresentaram

atributos nas avaliagdes tecnologicas, mostrando ser capazes de produzir atividade

acidificante, e/ou atividade proteolitica extracelular, e/ou de produzir diacetil.

Tabela 6. Cepas de BALSs selecionadas para etapa de potencial probiotico.

*Capacidade de . -

acidificacio (pH) Potencial Tecnologico
Isolados )i ;

BALs Oh 6h 24h APE | EPS Diacetil

C.1 6,7 5,85 4,62 (+) -) -)
C.7 6,7 5,28 4,52 (+) -) (+)
C.8 6,7 5,19 4,44 (+) -) (+)
C.9 6,7 6,67 4,60 (+) -) -)
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11
.12
.13
.23
.29
.43

47
52

6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7
6,7

5.57
6,28
6,65
6,66
6,49
6,55
6,59
6,48

4,56
5,65
4,60
5,84
5,42
4,57
5,64
5,55

(+)
)
(+)
(+)
)
(+)
)
)

)
)
)
)
)
)
)
)
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(+)
)
(+)
)

)
)
()

* Resultados expressos com médias das duplicatas de cada isolado.

Potencial probiotico

A avaliagdo da capacidade de desenvolvimento em diferentes valores de pH 58%

(7/12) cepas apresentaram a viabilidade em pH acido (1 a 3), mas sendo apenas 33%

(4/12), que apresentaram viabilidade durante as 12 horas de avaliagdo, sendo as cepas

(C.7; C.8; C.11 e C.43) as mais expressivas.
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Figura 4. Comparacido do desenvolvimento das cepas C.7, C.8, C.11 e C.43 em caldo
MRS em pH 1,2,3,7,8,12, durante 12 horas. Cada resultado representa uma média de duas

leituras.

Das 12 cepas selecionadas para esta etapa, 100% resistiram as concentracdes de

0,2% e 0,3% durante o periodo de 10 horas de avaliagdo. Enquanto apenas 41% (5/12)

foram capazes de resistirem as concentragdes de 1% e 2%, mas ndo em todo o periodo de

avaliagdo. Neste contexto, as cepas C.7; C.11 e C.47 conseguiram desenvolver no

decorrer das 10 horas de avaliagado, crescendo de forma semelhante ao controle.

Gilliland, Staley e Bush (1984) descreveram que para uma bactéria ser
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considerada resistente a bile deve atingir a absorbancia de 0,3 apds seis horas de
incubacdo com 0,3% de sais biliares. Utilizando de esse parametro, curvas de crescimento
dos isolados na presenga caldo MRS e simulagdes de bile, assim, como cepa controle,
foram avaliadas ao nivel de absorbancia. Sendo abaixo os graficos referentes a curva de

crescimento das cepas isoladas que se desenvolveram em concentragdes de bile.

Cepa 7 Cepa 11
0,6 0,8
E
0,5 oA o7
it $ 0,6
0,4 AT o) 3 X
7 bile 0,2% 805 A e bile 0,2%
03 - < 0,4
7 P - 4 bile 0,3% = Pl iad --4---bile 0,3%
0,2 - b 503 L
' e -~ bile 1% Oo2 T e bile 1%
x> ©
0:1 bile 2% Zo1 bile 2%
0 g 0
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 o 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (horas) Tempo (horas)
Cepa 47
Cepa 23 ) 0,6
0,6
S 05
0,5 3
o 0,4 g
0,4 a bile 0,2%
bile 0,2% = 03 e X .
0,3 _Mezzommmmmmmmmmee X = et e --4---bile 0,3%
--a-=bile 0,3% 20,2 .
0.9 . SEewe gy O 77T et et e eaee bile 1%
) ; I
et --»--bile 1% < 0,1 .
0.1 -~ 8 bile 2%
! bile 2% )
j )
Y o 01 2 3 456 7 8 910
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (horas)
Tempo (horas)

Figura 5. Comparagao do desenvolvimento das cepas C.7, C.11, C.23 e C.47 em caldo
MRS em concentragoes de 0,2%, 0,3%, 1% e 2% de bile, durante 10 horas. Cada resultado
representa uma média de duas leituras.

Sequenciamento

Trés isolados seguiram para a identificagdo molecular, sendo os géneros
Lactobacillus e Leuconostoc identificados por meio de sequenciamento do gene
codificador do RNA ribossomal do gene 16S. Na Tabela 7, estdo os resultados do
sequenciamento molecular da por¢cao do gene 16S, em que foi possivel identificar o
género de 3 cepas e de 2 espécies. Para a amostra BALs A1 7726.2023 foi possivel parear
os resultados com bancos de dados apenas até nivel de género, o qual foi Lactobacillus
spp. Na caracterizagdo ao nivel de espécie, obteve incongruéncia dos resultados, e a cepa
indicou similaridade com 2 espécies diferentes de Lactobacillus spp. (L. casei e L.

paracasei) apresentando, entre si, similaridade filogenética de 99,85.
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Tabela 7. Identificacdo molecular dos isolados de bactérias 4cido-laticas provenientes de
leite A2A2 de vacas Jersey.

Isolado Identifica¢dao da amostra Identificacdo da amostra

C.11 BALs A1 07726.2023 Lactobacillus spp.
C.7 BALs A2 (07727.2023 Leuconostoc mesenteroides (1282/1282 pb)
C.38 BALs A3 07728.2023 Leuconostoc mesenteroides(1338/1339 pb)

4. DISCUSSAO

Potencial antagonista

O estudo realizado por Schlottfedt (2019) observou a contagem média de BALs das
mostras de leite pasteurizado de 1,5 x 10> UFC/mL e das amostras de leite pasteurizado
tipo A de 1,3 x 10> UFC/mL, podendo ser o processo de pasteurizacdo o responsavel por
resultados mais baixos que o observado nesta pesquisa. Ja Ribeiro (2019), avaliando a
microbiota de leite cru de bufalas observou contagem média de BALs de 4,67 x 10°
UFC/mL, resultado acima do encontrado nesta pesquisa.

Quanto a caracterizagdo morfoldgica a predomindncia de BALs caracterizadas
com morfologia de cocos também foi observada por outros autores, sendo que Farahani
(2017) e Ribeiro (2019) observaram que mais de 60% dos isolados eram cocos e menos
de 2% de bacilos. No trabalho com leite pasteurizado Schlottfedt (2019), observou
resultados semelhantes no que tange o isolamento de bacilos sendo 28,57% e 33,33% de
bacilos isolados. Rotta (2020) isolando BALs de leite cru, também observou resultados
parecidos, sendo que 23% dos isolados apresentaram-se como bacilos.

O leite apresenta enorme diversidade de bactérias, sejam elas benéficas ou ndo, e
o que pode afetar essa diversidade sdo diversos fatores que vao desde a parte nutricional
dos alimentos ofertados aos animais, ou at¢ mesmo pela idade e ambiéncia dos animais
(WENDLING E WESCHENFER, 2013).

Essas variagdes encontradas tanto nesta pesquisa quantos em outros experimentos
mostram a grande diversidade da microbiota autoctone do leite em diferentes espécies e

regides diferentes.
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No que se refere ao potencial antagonista, resultados menores foram observados
por Giazzi (2017), ao estudar o potencial tecnologico de bactérias acido laticas isoladas
de amostras de queijos e leite cru na regido norte do estado do Parand, em que, 50% (7/14)
isolados apresentaram atividade antimicrobiana contra E. Coli. e 64% (9/14)
apresentaram inibicao contra S. Enteritidis.

Alexandre (2002) isolou 192 cepas de bactérias laticas de cinco amostras de queijo
de minas artesanal, oriundos da regido do Serro, MG e observou que 25% (48/192) dos
isolados foram capazes de inibir o crescimentoin vitro de microrganismos
indicadores, dentre eles 20,8% (10/48) das cepas, demonstraram amplo espectro frente
a S. Enteritidis e S. aureus.

Diferentemente dos isolados formadores de halo de inibi¢do frente a E. coli,
analisados neste estudo, Alexandre (2002) observou que nenhuma das cepas isoladas foi
capaz de inibir este microrganismo. Contudo, neste trabalho a observagao foi que quase
todos os isolados de BALs apresentaram potencial antagonista frente a todos os
microrganismos alvo. Porém, ndo foram analisadas no presente estudo quais as
substancias segregadas por esses microrganismos que inibiram de forma efetiva
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, podendo ser por causa dos acidos
organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil, dioxido de carbono, proteinas
antimicrobianas sintetizadas, entre outros (FRANCO et al., 2006; FERNANDES et al.,
2008).

Na avaliacao da formacao de halos de inibi¢ao, resultados maiores do que os que
encontrados nesta pesquisa foram descritos por Balduino et al., (1999), que observaram
a formagdao de halos de inibi¢do por isolados de BALs medindo 7 e 8mm
predominantemente. Duarte (2013), ao avaliar in vitro a atividade antagonista de cultura
latica observou que 20% (6/30) de seus isolados de BALs produziram halos de inibi¢ao
de 10mm a 12mm frente a E. coli. Souza (2015) observou que 64% (36/56) de seus
isolados de amostras de leite cru e queijo coalho apresentaram halos de inibi¢do de até
21,5mm para S. aureus ¢ halos de até 26,5mm para E. coli.

A atividade antagonista mesmo que nao produzindo halos com tamanhos tdo
significativos quanto o descritos em outras pesquisas, deve ser considerada relevante,
mesmo que a natureza das substancias responsaveis pela inibi¢do dos microrganismos

alvos testados nao tenha sido objeto de estudo dessa pesquisa.
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Potencial tecnologico

Considera-se que a atividade acidificante ¢ o resultado da capacidade de reducdo
do pH, que colabora na producdo de derivados contribuindo em texturas das massas e
desenvolvimento dos sabores dos queijos. Porque a caseina que ¢ uma proteina presente
no leite possui 0 mesmo numero de cargas positivas e negativas num valor de pH perto
de 4,6 (RIBEIRO, 2019).

Quando o ponto isoelétrico (4,6) das caseinas ¢ alcangado, a coagulagcdo ocorre
como resultado da formag¢ao de uma rede tridimensional composta por aglomerados e
cadeias de caseinas (De Moura ef al., 2016). Nessas circunstincias ocorre a precipitacao,
que resulta no fenomeno da coagulacdo do leite, essencial para a producdo de derivados
lacteos, principalmente queijos.

A fungdo acidificante ¢ a propriedade metabdlica mais procurada das bactérias
laticas utilizadas na industria alimenticia. Manifesta-se na producdo de acido latico a
partir da fermentacdo de carboidratos durante o crescimento bacteriano (MARYAM,
2017).

Resultados semelhantes a esta pesquisa foram observados por Ribeiro (2019) com
avaliagdo de leite de bufalas, que ap0s seis horas de incubac¢do dos isolados 84JL e 165JL
ocorreu a diminui¢ao do pH para 5,69 e 5,67, respectivamente, e apos 24 horas para 4,48
e 4,5, sendo a acidificacao de pH observada também apos 24 horas.

A capacidade de acidificagdo mais demorada também foi realizada no estudo de
Fernandes et. al. (2018) em que seis isolados do género Pediococcus, também nao
observaram redu¢do do pH nas 6 primeiras horas, observando o menor valor de pH de
6,19. Ja em pesquisa realizada por Leonarski, (2016), 5 isolados de BALS isolados de
leite organico destacaram-se na capacidade de acidificagdo, principalmente nas primeiras
horas de fermentagdo, e muitas alcangaram o pH de 4,6 nos tempos de 6 ¢ 8 horas.

A atividade proteolitica extracelular consiste na acdo de proteinases a peptidases,
que hidrolisam a caseina em pequenos peptideos e aminoacidos. A a¢io de enzimas
proteoliticas sdo de grande importancia durante a maturacao de queijos, em razao dos
compostos aromaticos que sao gerados, influenciando nas caracteristicas organolépticas,
contribuindo, também, na avaliacdo do estado de conservagdao (PERIN et al., 2017;
FREIRE, 2021).

Em concordancia Dias et al. (2019) referem que a atividade proteolitica ¢ uma
propriedade essencial para culturas starter. O sistema proteolitico das BALs favorece o

crescimento no leite para a degradacdo de caseinas e peptideos, levando a producdo de
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aminoacidos livres, precursores de aroma e formagdo de sabor na fermentagao de
produtos lacteos e maturagdo de queijos.

Segundo pesquisa desenvolvida por Toe et al. (2019) as atividades proteoliticas
extracelulares das BALs podem ser uma ferramenta vital para hidrolisar moléculas de
proteinas extracelulares em aminodcidos livres, exibindo grande potencial para a
produgdo funcional de aminoacidos. Muitos estudos concluiram que o sistema
proteolitico das BALs ¢ importante tanto na utilizagdo de proteinas e peptideos para o
crescimento quanto no processo de maturacao do leite em produtos lacteos.

Na presente pesquisa demonstrou que a atividade proteolitica foi observada
apenas em 20%, das cepas avaliadas. Na pesquisa realizada por Lima et al. (2019) com o
proposito de explorar a atividade proteolitica extracelular de 17 BALs isoladas de varios
alimentos fermentados da Malésia. Os resultados obtidos revelaram que todos os isolados
de BALs estudados foram capazes de produzir zona de hidrdlise clara, mostrando-se
capazes de produzir e secretar enzimas proteoliticas extracelulares.

Com vistas a avaliar o efeito dos graus de protedlise e atividade proteolitica de
leite UHT integral, durante o periodo de armazenamento, Pinto et al. (2016) avaliaram
que o tratamento UHT reduziu 93,2% da atividade proteolitica em relagdo ao leite cru. E,
ao longo do periodo de estocagem do leite UHT integral ocorreu o aumento do grau de
protedlise e da atividade proteolitica.

O crescimento até densidades celulares permitindo que as bactérias lacticas
desempenhem fungdes de fermentacdo, depende de um sistema proteolitico capaz de
satisfazer todas as necessidades de aminoacidos, através da hidrolise de proteinas. A
quantidade disponivel de tais compostos no ambiente natural ¢ geralmente pequena,
portanto, a principal func¢ao destas enzimas ¢ a hidrélise de proteinas em componentes
absorvidos pelas células bacterianas (FREIRE, 2021; KIELISZEK et al., 2021).

Tratando-se dos exopolissacarideos microbianos (EPS) sintetizados pelas BAL,
eles desempenham papel importante na produgao de lacteos fermentados. Sao usados em
ampla variedade de aplicacdes industriais, incluindo alimentos, emulsificantes,
estabilizantes. A producao EPS ¢ um recurso utilizado pelas industrias com a finalidade
de aumentar a viscosidade de derivados lacteos, em especial de leites fermentados e
iogurtes, substituindo amidos modificados quimicamente e gordura do leite em derivados
lacteos comerciais, além da finalidade de agregagdo de células bacterianas, adesdo a
superficies, formagdo de flocos, elementos estruturais de biofilmes, formacao de uma

barreira protetora para células e retencdo de dgua para minimizar a dessecacdo celular
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(SARAVANAN et al., 2017, SOLMAZ et al., 2018).

No presente estudo nenhum dos isolados foi capaz de produzir EPS. Esse achado
tem semelhanga com o estudo de Perin et. al. (2017) que realizou o teste com 56 isolados
de Enterococcus e Lactococcus de leite cru de cabras. E, Fernandes et. al. (2018) que
avaliaram seis isolados de Pediococcus pentosaceus em leite cru de ovelhas, e ndo
observaram a producdo de EPS. No estudo de Dal Bello ef al/ (2012) que avaliaram 20
cepas, foi determinado de forma qualitativa que todas eram EPS negativas

Todavia, conforme Solmaz et al. (2018) referem que os polissacarideos
extracelulares (EPS) sdo secretados por microrganismos, sendo responsaveis pela
protecdo contra substincias antimicrobianas, bacteridfagos, estresse osmotico. A sua
sintese ¢ favorecida por estresses ambientais de microrganismos € constituem a maior
parte das substancias poliméricas extracelulares produzidas por microrganismos.

Segundo Bastos et al. (2022) o diacetil e um dos metabolitos produzidos pelas
BALs, que se destaca por seu potencial aromatico, estando sua producdo ligada a
caracteristica intrinseca de algumas bactérias em metabolizar o citrato. Além da
capacidade de flavor, o composto possui a capacidade de inibir o desenvolvimento de
alguns microrganismos, atuando diretamente nas fungdes vitais. Trata-se de um composto
natural volatil que ¢ amplamente utilizado na industria de alimentos, pois proporciona
textura cremosa ¢ aroma amanteigado, caracteristico de alguns queijos. (PERIN et al.,
2017).

Diferentemente desta pesquisa, Dal Bello ef al. (2012) entre os vinte L. lactis
testados, 35% dos isolados foram capazes de produzir altos niveis de diacetil. Em Ribeiro
(2019), 32,1% dos isolados apresentaram a habilidade em produzir diacetil sendo eles E.
durans; E. faecalis; L. rhamnosus e L. lactis. O estudo de Perin et. al. (2017), que
observaram que a maioria dos isolados de Enterococcus provenientes de leite cru de
cabras foram capazes de produzir diacetil.

A producdo de diacetil é considerada cultura-dependente porque nem todas BALs
tém capacidade de metabolizar o citrato, portanto esse comportamento pode diferir entre

as espécies e as culturas (PERIN et al,, 2017).

Potencial probidtico
Ademais, para que um microrganismo seja considerado um bom probiotico ¢
necessario que apresente caracteristicas desejaveis para a seguranga, funcionalidade e uso

tecnoldgico. Quando se trata de caracteristicas probioticas os isolados devem possuir alta
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tolerancia a condi¢des acidas do hospedeiro, capacidade de resistir as condi¢des adversas
do trato gastrointestinal, e o pH varia entre 1,5 e 2,0 (BAUTISTA-GALLEGO et. al.,
2013); (FERNANDES et al., 2018).

Nesse estudo, na avaliagdo da capacidade de desenvolvimento em diferentes
valores de pH 58% das cepas apresentaram a viabilidade em pH écido (1 a 3), sendo que
apenas 33%, tiveram viabilidade durante as 12 horas de avaliacdo. Na pesquisa de Ribeiro
(2019) observou-se que 50% dos isolados apresentaram viabilidade em pH 4cido (de 1 a
3) durante o periodo de avaliagcdo de 1 a 13 horas sendo E. durans; E. faecalis; L. lactis,
P. acidilactici e W. thailandensis.

Segundo Gilliland (1984) considera-se que para uma bactéria ser considerada
resistente a bile ela deve apresentar DO > 0,3 (640nm) ap0s seis horas de incubacido com
0,3% de sais biliares. Nessa pesquisa as 12 cepas selecionadas para esta etapa resistiram
as concentragdes de 0,2% e 0,3% durante o periodo de 10 horas de avaliagao.

Em Ribeiro (2019) observou-se desenvolvimento de 60,71% isolados BALs na
concentracao de 0,3% de bile; 57,14% em bile a 1,0%; e 60,71% em concentragao de
2,0%, em todos os tempos avaliados. Nessa ultima concentragdo, os isolados E. dispar;
E. durans; E. faecalis; L. lactis; P. acidilactici e W. paramesenteroides foram os que
apresentaram desenvolvimento mais expressivo.

Os sais biliares secretados para o intestino delgado também podem representar
grande desafio para a sobrevivéncia bacteriana, portanto, ¢ importante a selecao de
isolados probioticos que apresentam resisténcia a altas concentragdes de bile, visto que
elas tém capacidade de desenvolver no intestino delgado de forma adequada. Estima-se
que a existéncia de uma resisténcia a acidos e tolerancia a sais biliares sdo ponderados
como os critérios basilares para a triagem de potenciais estirpes com intuitos probioticas
(RIBEIRO et al., 2021).

Relativo ao sequenciamento, trés isolados seguiram para a identificagdo
molecular, sendo os géneros Lactobacillus e Leuconostoc mesenteroides identificados. O
Lactobacillus ¢ um género de bactérias anaerdbicas facultativas, em forma de bastonete,
gram-positivas, ndo formadoras de esporos, do filo Firmicutes, que metabolizam
carboidratos para produzir 4cido lactico, tornando-os o maior género dentro do grupo de
BALs (DEMPSEY; CORR, 2022).

Conforme Dempsey e Corr (2022) as 261 espécies de Lactobacillus foram
reclassificadas em 25 géneros (incluindo 23 novos géneros) pela diversidade genotipica,

fenotipica e ecologica extremamente elevada. Tradicionalmente, as espécies podem ser
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divididas em trés grupos com base em seu metabolismo. O grupo homofermentativo
obrigatorio que fermenta carboidratos para produzir acido lactico como subproduto
principal (L. acidophilus e L. salivarius), o grupo heterofermentativo facultativo que, sob
certas condi¢gdes ou com certos substratos, fermenta carboidratos para produzir acido
lactico, etanol /acido acético e didxido de carbono como subprodutos (L. casei e L.
plantarum) e o grupo obrigatoriamente heterofermentativo que sempre fermenta
carboidratos para produzir acido latico, etanol/acido acético e didxido de carbono como
subprodutos (L. reuteri e L. fermentum).

As espécies de Lactobacillus possuem qualidades que sdo comercialmente
desejaveis tanto como suplementos de saide como ferramentas no setor de tecnologia
alimentar. Os principais usos dos Lactobacillus estio no processo de fabricacdo de
laticinios fermentados, carnes ou alimentos vegetais e paes de massa fermentada, e sdao
amplamente utilizados como probiodticos, ou seja, microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro
(DE ANGELIS, 2011; DEMPSEY; CORR, 2022).

Devido a sua importancia econdmica, os Lactobacillus sao altamente estudados
e, em relagdo a outros géneros bacterianos, sdo bem caracterizados em termos de
gendmica e de suas interacdes com humanos, em termos de saude e doenca. Essas
caracteristicas tornam as espécies de Lactobacillus candidatas probioticas ideais (DE
ANGELIS, 2011).

Segundo Raimoni et al (2022) Leuconostoc mesenteroides ¢ uma espécie de
bactéria acido-latica heterofermentativa que habitam matrizes derivadas de plantas e uma
variedade de alimentos fermentados (laticinios, massa, leite, vegetais e carnes),
contribuindo para os processos de fermentagao desejados ou desempenhando um papel
na deterioragdo dos alimentos.

Sdo bactérias sacaroliticas que catabolizam carboidratos em acido latico através
da fermentagdo heterolatica e habitam na variedade de nichos em que substratos a base
de carboidratos estao disponiveis, como plantas, matrizes derivadas de plantas, silagem,
alimentos fermentados (por exemplo, laticinios, massa fermentada, leite, vegetais e
carnes), alimentos estragados e esgoto. Em alguns casos, as espécies estdo associadas a
um habitat especifico, como vegetais, carnes ou outros alimentos (CANDELIERI et al.,

2021).

Na pesquisa de Raimondi ef al. (2022) ¢ evidenciado que cepas de Leuconostoc
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spp. encontraram aplicacdes industriais promissoras na preparagdo de sistemas
bioconservantes por fermentagao de diferentes substratos. Foram utilizados como starters
na fermentacdo de alimentos e bebidas para melhorar as propriedades nutricionais e
sensoriais e prolongar a vida util. Além disso, extratos bioativos obtidos de vegetais
fermentados com Leuconostoc spp. encontrou aplicagdo na formulagdo de cosméticos
inovadores.

No estudo de Candeliere et al. (2021) ¢ delimitado que Leuconostocs sao
geralmente usados em culturas lacteas mistas, em que as cepas lactococicas sdo as
principais culturas iniciadoras produtoras de acido. A fermentagdo do citrato por alguns
Leuconostoc ¢ importante, fornecendo tanto o diacetil como importante composto
aromatizante em produtos lacteos (queijo, manteiga) quanto CO> para a formagdo de
olhaduras que ¢ desejavel em alguns tipos de queijo. Outras propriedades importantes de
algumas cepas de Leuconostoc incluem a remocdo de acetaldeido e a produgdo de

dextranos e bacteriocinas.

5. CONCLUSAO

A presente pesquisa contribuiu para a caracteriza¢ao de informagdes a respeito da
microbiota latica do leite A2A2 de vacas Jersey de uma propriedade rural situada em
Cidade Ocidental-GO além disso, possibilitou a avaliagdo do potencial antagonista,
tecnoldgico e probidtico do mesmo. Contribuindo para a solidificacdo do campo de
pesquisa, bem como do aprofundamento dos pesquisadores envolvidos neste projeto,
fornecendo subsidios para a ampliagao e estimulo para posteriores estudos, viabilizando
o aprofundamento acerca da tematica e identificacdo de caracteristicas que possam
formalizar a producdo de produtos que venham a agregar mais importancia a esse leite,
bem como na producao de derivados com potenciais culturas starts € com caracteristicas

probidticas.
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