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RESUMO

Bactérias laticas sdo as principais responsaveis pela formacdo de diversos
aspectos sensoriais dos queijos artesanais, atuando também como bioprotetoras ao
inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis. A bioprospeccdo dessas
bactérias possibilita encontrar novas linhagens distintas das comerciais e adaptadas
as caracteristicas especificas de producao de cada local. No presente estudo, foram
isoladas bactérias laticas autoctones de Queijos Minas Artesanais (QMA), formando
um banco de recursos genéticos para usos tecnoldgicos futuros. Pela primeira vez
foram analisadas amostras de QMA de todas as regides produtoras, incluindo de
maneira inédita a regido das Serras de Ibitipoca. A partir de cinco amostras de queijos
de cada regiao foram isoladas 191 bactérias laticas. Desse total, foram identificados
83 Lactobacillus spp., sendo encontrados 64 perfis moleculares distintos através da
técnica de Rep-PCR. Analises de agrupamento mostraram grande diversidade
genética na populacdo de Lactobacillus spp. e a existéncia de uma microbiota
especifica para cada regido produtora, atestando o poder discriminatério da técnica
de Rep-PCR para a separagao de linhagens genotipicamente distintas. A utilizacao
dos meios MRS e M17 para o isolamento do maior numero possivel de bactérias
laticas mostrou-se eficiente. Seis linhagens foram isoladas nos dois meios de cultura,
mas dez Lactobacillus spp. genotipicamente distintos foram isolados exclusivamente
no meio M17. Foram encontradas 5 linhagens de Lactobacillus com potencial para
utilizagdo como culturas adjuntas (CAN687, SER797, SAL815, CER844 e SAL933),
que foram testadas para algumas propriedades tecnoldgicas. Todos cinco isolados
foram capazes de produzir exopolissacarideos, com destaque para o isolado SAL933
com a maior producdo a partir de lactose. Apenas trés isolados apresentaram
capacidade proteolitica e nenhum foi capaz de realizar lipdlise. Todos isolados
testados antagonizaram Listeria monocytogenes ATCC7644, mas apenas o isolado
SER797 apresentou producdo de substancia antimicrobiana de natureza proteica.
Diversas sdo as possibilidades de utilizacdo dessas bactérias na industria de
alimentos e biopolimeros, porém mais estudos s&o necessarios para caracterizar

esses microrganismos, suas potenciais aplicagdes e seguranca.

Palavras chave: Bactérias laticas, bioprospecgdo, queijos artesanais, culturas
adjuntas, Rep-PCR.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria are mainly responsible for the formation of various sensory
aspects of artisanal cheeses, also acting as bioprotectors by inhibiting the growth of
unwanted microorganisms. The bioprospection of these bacteria makes it possible to
find new strains that are different from the existing commercial ones and adapted to
the environmental conditions and specific production characteristics of each location.
In this study, autochthonous lactic acid bacteria were isolated from Artisanal Minas
Cheeses, forming a genetic resource bank for future technological uses. For the first
time, cheese samples from all producing regions were analyzed, including, in an
unprecedented way, those from Serras de Ibitipoca region. From five cheese samples
from each region, 191 lactic acid bacteria were isolated using MRS and M17 culture
media. Of this total, 83 Lactobacillus spp. were identified, and 64 distinct fingerprints
were found using the Rep-PCR method. Cluster analyzis showed a great genetic
diversity in this population of Lactobacillus spp. and the existence of a specific
microbiota for each producing region, reinforcing the high discriminatory power of the
Rep-PCR technique for the identification of genetically unrelated strains, including
those from different samples. The use of both MRS and M17 media improved the
identification of genetically unrelated strains. Six strains could be cultured in both
media, but ten genetically distinct Lactobacillus spp. were isolated exclusively from
M17. Five Lactobacillus strains can potencially be used as adjunct cultures (CAN687,
SER797, SAL815, CER844 and SAL933), according to some technological properties.
All five isolates were able to produce EPS, highlighting the isolate SAL933 with highest
EPS production from lactose. Only three isolates showed proteolytic capacity and none
were able to perform lipolysis. All tested isolates antagonized Listeria monocytogenes
ATCC7644, but only isolate SER797 showed the production of a protein-based
antimicrobial compund. There are several possibilities for using these bacteria in the
food and biopolymer industry, but further studies are necessary to characterize these

microorganisms, and proper assess their safety and potential applications.

Keywords: Lactic acid bactéria, bioprospection, artisanal cheese, adjunct culture, Rep-
PCR.
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1. INTRODUGCAO

Os Queijos Minas Artesanais (QMA) sao elaborados a partir de leite integral de
vaca fresco e cru, conforme tradicdo historica e cultural do local onde foram
produzidos, isentos de quaisquer aditivos e coadjuvantes de tecnologia. Dessa forma,
recebem certificacdo diferenciada e possuem identidade geografica protegida por leis
especificas. Oito regides séo reconhecidas como produtoras de QMA: Araxa, Campo
das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serra do Salitre, Serro, Triangulo Mineiro e a mais
recente denominada Serras de Ibitipoca. (MINAS GERAIS, 2011, 2020; MONTEIRO;
DA MATTA, 2018). Cada regido possui seu QMA com caracteristicas sensoriais
unicas, que sao conferidas pela presenca de uma microbiota autoctone,
especialmente bactérias do acido latico (BAL), com diversas linhagens especificas
para cada local. BAL sao as principais responsaveis pelos processos de acidificagao
e fermentacao do leite, além de contribuirem para a formag¢ao de aromas, sabores e
textura caracteristicos desses alimentos durante o processo de maturacao
(MENESES, 2006; MOTTA; GOMES, 2015).

O principal grupo de BAL responsavel pelos aromas e sabores caracteristicos
dos queijos artesanais € denominado NSLAB (nonstarter lactic acid bacteria). As
NSLAB sao bactérias presentes no ambiente, instalagdes e utensilios de producéo,
que contaminam o leite e os queijos durante o processo de fabricagdo. Essas bactérias
tém contagens populacionais baixas no momento da fabricagao, crescendo apods a
fermentacdao e podendo se tornar dominantes com poucas semanas de maturagao
dos queijos. Por essas caracteristicas, as NSLAB sdo encontradas em maior
quantidade nos queijos artesanais maturados ou em processo de maturagéo
(BANCALARI et al., 2020). Os principais representantes das NSLAB s&o Lactobacillus
mesofilos e heterofermentativos facultativos ou obrigatérios. Essas bactérias
normalmente tém baixa ou regular capacidade acidificante e contribuem com os
aromas e sabores dos alimentos fermentados através da liberagao de subprodutos da
fermentacdo e da acdo de enzimas durante o seu metabolismo, especialmente as
proteoliticas e lipoliticas (GARCIA-CANO et al., 2019; MOTTA; GOMES, 2015). Além
disso, Lactobacillus contribuem significativamente com a textura, consisténcia e outros
aspectos reoldégicos dos queijos através da produgdo de exopolissacarideos (EPS)
(RUAS-MADIEDO; HUGENHOLTZ; ZOON, 2002; WELMAN; MADDOX, 2003).
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Essa diversidade metabdlica faz com que as NSLAB possuam importancia
destacada para a industria de alimentos lacteos. Outra caracteristica interessante das
BAL para a industria de alimentos € a capacidade de agirem como inibidoras de
microrganismos patogénicos ou deteriorantes através producao de bacteriocinas e da
acao de diversos subprodutos do seu metabolismo (MOKOENA, 2017). As
bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos que possuem efeitos bactericidas ou
bacteriostaticos, com grande espectro de agéo. Diversos estudos tém demonstrado
que a utilizacdo de BAL, incluindo Lactobacillus, ou das bacteriocinas por elas
produzidas na fabricacdo de alimentos fermentados se apresenta como alternativa
promissora ao uso de conservantes artificiais se associadas a outras ferramentas de
protecdo, além de aumentar a seguranca dos alimentos (PEREIRA et al., 2020;
SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2018; SKARIYACHAN; GOVINDARAJAN, 2019;
VENEGAS-ORTEGA, 2019). Perales-Adan et al. (2018) demonstraram a atividade
antimicrobiana da bacteriocina AS48 em conjunto com a nisina frente a
Staphylococcus aureus e outras espécies do mesmo género, resistentes a diversos
antimicrobianos. Em estudo realizado por Campagnolo et al. (2018), a adicao de BAL,
algumas reconhecidamente produtoras de bacteriocinas, na producdao de queijos
produziu efeitos de inibigdo e inativagédo de Listeria monocytogenes em queijos macios
e semi-duros, respectivamente. A ingestdo de alimentos contaminados por L.
monocytogenes pode causar uma importante doenga chamada listeriose. Essa
doenca pode se apresentar de maneira severa e com alta taxa de mortalidade,
dependendo da imunidade do individuo infectado (BORGES et al., 2009). Devido aos
riscos a saude causados pela presenca dessa bactéria patogénica nos alimentos, a
legislagao brasileira estabelece a obrigatoriedade de auséncia de L. monocytogenes
em produtos lacteos (BRASIL, 2019), o que torna o controle desse patdogeno um
importante desafio para a industria de alimentos.

Todas as propriedades tecnologicas e de biocontrole descritas indicam que as
NSLAB do género Lactobacillus apresentam potencial para serem usadas pela
industria de alimentos como culturas adjuntas secundarias (CAS) na fabricagdo de
alimentos (BANCALARI et al., 2020; BERESFORD et al., 2001; BLAYA; BARZIDEH,;
LAPOINTE, 2018; GOBBETTI et al., 2015). Na produgdo industrial de diversos
queijos, culturas iniciadoras da fermentagdo (starters) e CAS comerciais sao
adicionadas com objetivo de promover rapida fermentagéo e contribuir com aspectos

sensoriais dos produtos. Porém, o uso dessas culturas comerciais de forma



11

indiscriminada pode acabar causando uma padronizagao dos alimentos e reducao das
sutis diferengcas de sabor e aroma entre os queijos produzidos em locais diferentes
(SETTANNI; MOSCHETTI, 2014). A prospecgao de linhagens autdctones de BAL,
adaptadas as condigcdes ambientais, a matéria prima local e as condi¢des tradicionais
de producgao, além de ser eficaz, garante a fabricagdo de queijos com caracteristicas
tipicas que nao poderdo ser reproduzidas em outro local e pode contribuir para a
preservacao da originalidade dos queijos com denominagdes de origem controlada.
Além disso, a busca por novas linhagens autéctones pode beneficiar a fabricagéo de
queijos industriais pela possibilidade de obtencdo de linhagens mais adaptadas e
eficientes que as comerciais existentes (ALEGRIA et al., 2016; BASSI; PUGLISI;
COCCONCELLI, 2015; PEREIRA et al., 2020). Os critérios para selecao de CAS
devem ser cuidadosamente escolhidos e avaliados. E fundamental que as linhagens
de Lactobacillus prospectadas ndo causem defeitos no produto final, sejam capazes
de crescer e manter-se viaveis durante o tempo de maturagao dos queijos e impactem
positivamente na sua qualidade sensorial e seguranga. (BANCALARI et al., 2020;
BRUNO et al., 2017). E desejavel que as CAS ndo possuam capacidade de
acidificagao eficiente para que os niveis de acidez dos queijos nao aumentem de
maneira significativa durante a maturacao. A presenca de atividades proteoliticas e
lipoliticas também s&o caracteristicas tecnoldgicas interessantes que devem ser
levadas em conta na selecdo de Lactobacillus como culturas adjuntas (NIETO-
ARRIBAS et al., 2009). Diversos estudos tém comprovado os efeitos positivos da
utilizacdo de NSLAB como CAS. Foi demonstrada que a utilizacdo de linhagens
autéctones de Lactobacillus como culturas adjuntas na fabricagdo de queijos
contribuiu para melhorar a textura e o sabor dos queijos industriais, intensificando
sabores e aromas, reduzindo o aparecimento de defeitos de sabor e inibindo o
crescimento de microrganismos deteriorantes (BANCALARI et al., 2020; LYNCH et
al., 2014; NIETO-ARRIBAS et al. ,2009; PERALTA et al., 2020). A adaptacao das
NSLAB presentes nos QMA as condigdes de produgédo e maturagéo dos queijos e a
variabilidade genética encontrada nas diversas regides produtoras reforca a
importancia dos QMA como fontes promissoras para a prospeccao dessas NSLAB
com alto potencial funcional e biotecnolégico (MARGALHO, 2020). Até o presente
momento ndo houve um estudo que tenha prospectado BAL em todas as regides
produtoras de QMA ao mesmo tempo, sendo o presente trabalho o primeiro também

em que foi realizado isolamento de BAL em amostras de queijo da regido das Serras
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de Ibitipoca. A avaliagdo comparativa da diversidade genética existente na microbiota
latica de todas as regides produtoras também foi realizada de maneira inédita.

A variabilidade genética da microbiota dos queijos artesanais pode ser
influenciada por condicbes especificas da producdo de cada produtor. Ja foi
demonstrada a existéncia de gendtipos diversos de uma mesma espécie de BAL em
QMA de regides diferentes, dentro de uma mesma regido ou mesmo em amostras de
queijo de um mesmo produtor. Segundo Perin et al. (2017), a combinacado de métodos
dependentes de cultivo e independentes de cultivo é fundamental para a correta
caracterizacao e identificagdo dos géneros, espécies e linhagens intraespecificas e
permitira a prospeccao de linhagens especificas para cada regido ou produtor. Nesse
contexto, a utilizacado de técnicas moleculares é fundamental para a realizagao de um
estudo confiavel e preciso sobre a diversidade genética da microbiota dos produtos
fermentados. A técnica de Rep-PCR tem se mostrado confiavel, simples de realizar,
e com alto poder discriminatério, tornando-se importante ferramenta de analise de
similaridade genética (KAUR et al., 2017; VASIEE et al., 2018).

Assim, esse trabalho teve como objetivo isolar e identificar BAL autoctones de
todas as regides reconhecidas como produtoras de QMA, formando um banco de
recursos genéticos para futuras utilizagdes tecnoldgicas. A partir desse banco
genético, buscou-se identificar Lactobacillus spp. autdctones, avaliar sua similaridade
genética e identificar linhagens com potencial tecnoldgico e de biocontrole para serem

utilizadas como CAS na industria de alimentos fermentados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Autorizagao para o acesso ao patriménio genético

Foi realizado um cadastro (numero AB78D00) no Sistema Nacional de Gestéo
do Patriménio Genético (SisGen) em conformidade com a Lei 13.123/2015 para

autorizagao ao acesso ao patrimdnio genético para fins de pesquisa cientifica.

2.2 Amostragem, isolamento e identificagao presuntiva de BAL

Quarenta amostras de QMA adquiridas diretamente dos produtores ou no
comércio foram analisadas nesse estudo. Todas amostras foram provenientes de
produtores diferentes, abrangendo 24 municipios pertencentes a todas regides
reconhecidas por lei como produtoras de QMA. Uma porgao representativa de cada
amostra foi utilizada para produzir uma primeira diluicdo decimal em solug¢ao de citrato
de sédio a 2% (Synth, Brasil). As demais diluigdes foram preparadas em solugéo
tampao fosfato (Merck, Alemanha), semeadas em placas de Petri contendo os meios
de cultura agar MRS (BD Difco, EUA) e agar M17 (Sigma-Aldrich, EUA) e incubadas
em aerobiose a 35 °C por 24 a 48 h, até que se pdde observar crescimento evidente
de colbénias. Em seguida, todas as placas foram inspecionadas visualmente com o
auxilio de lupa. Colbnias bacterianas consideradas fenotipicamente distintas em cada
amostra foram inoculadas por meio de estrias compostas em placas de Petri contendo
MRS ou M17 conforme cultivo inicial e incubadas novamente a 35 °C for 24 horas.
Apods esse tempo, os isolados foram testados qualitativamente para a producio de
catalase, submetidos a coloracdo de Gram e observados em microscoépio 6tico. Todas
bactérias Gram positivas em forma de cocos ou bacilos e com resultados negativos
no teste da catalase foram consideradas BAL. As BAL foram estriadas novamente em
placas de Petri contendo agar MRS para a obtenc¢ao de col6nias isoladas e garantia
de pureza. Apds o crescimento, esses isolados foram transferidos, em duplicata, para
microtubos contendo Litmus Milk (Sigma-Aldrich, EUA) que foram estocados a -20 °C

e -80 °C para analises futuras.
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2.3 Identificagcao e obtencgao do perfil molecular de Lactobacillus spp.

Com o objetivo de identificar os Lactobacillus, todos os bacilos isolados
previamente foram submetidos a uma PCR monoplex género-especifica de acordo
com a metodologia descrita por Dubernet, Desmasures e Guéguen (2002) e Senan,
Grover e Batish (2008) com algumas modificagbes. Lactobacillus casei foi usado como
controle positivo. Foram realizadas reagdes em cadeia da polimerase (PCR) de
colbnias isoladas com utilizagdo do kit GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega,
USA). Cada reacao continha tampao 1X, MgClz (2,25 mM), DNTPs (0,4 mM cada),
primers LbLMA1 e R16-1 (80 nM cada), Taq DNA Polimerase (0,06 U/ul), uma colénia
bacteriana e agua deionizada em quantidade suficiente para um volume total de 15 pl.
A amplificagdo do DNA foi realizada em um termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, EUA) partindo de uma desnaturagao inicial (95 °C, 5 min),
seguida de 20 ciclos de desnaturacao (95 °C, 30 s), anelamento (59 °C , 30 s) e
extensédo (72 °C, 30 s) e uma etapa final de extenséo (72 °C, 7 min). Todas reagdes
de PCR foram submetidas a eletroforeses horizontais em gel de agarose 0,9%
(Ludwig Biotec, Brasil) com voltagem constante (80 V) por aproximadamente 2 h. Apés
as corridas, os géis foram corados com solucédo de brometo de etidio (Sigma-Aldrich,
EUA) na concentragao de 0,01% por 7 min e em seguida banhado em agua destilada.
A visualizagéo e captura das imagens dos géis foi feita em fotodocumentador LPIX-
EX (Loccus Biotecnologia, Brasil) sob luz ultravioleta. A amplificacdo de um fragmento
especifico de DNA com 250 pb foi considerada evidéncia favoravel a identificacao do
isolado como Lactobacillus sp.

Para cada isolado identificado como Lactobacillus sp. foi gerado um perfil
molecular de DNA utilizando a técnica de Rep-PCR de acordo com a metodologia de
Versalovic et al. (1994) com algumas modificacbes. Foram realizadas PCR de
colonias isoladas com utilizagdo do kit GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega,
EUA). Cada reagédo continha tampé&o 1X, MgCl2 (1,5 mM), DNTPs (0,2 mM cada),
primer GTGs (2 uM), Taq DNA Polimerase (0,06 U/ul), uma colénia bacteriana e agua
deionizada em quantidade suficiente para um volume total de 25 pl. A amplificagao do
DNA foi realizada em um termociclador GeneAmp PCR Sistem 9700 (Applied
Biosystems, EUA) partindo de uma desnaturagéao inicial (95 °C, 15 min), seguida de
30 ciclos de desnaturagéao (95 °C, 30 s), anelamento (40 °C, 1 min) e extensao (65 °C,

8 min) e uma etapa final de extensao (65 °C, 10 min). Apds a amplificacdo, as PCR
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foram imediatamente congeladas a -20 °C, para posterior analise. Todas os
amplificados foram submetidos a eletroforeses de acordo com a metodologia descrita
acima, nessa subsecdo. Os perfis eletroforéticos foram comparados utilizando o
software Bionumerics® v.6.6.11 (Applied Maths, Bélgica). A similaridade entre os
perfis de cada linhagem foi calculada usando as distancias de Jaccard com tolerancia
de 2% para a igualdade entre as bandas. A relacao entre as populagdes microbianas
foi avaliada através da construgdo de dendrogramas por andlise de agrupamentos
utilizando o algoritmo unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA)
(GEVERS; HUYS; SWINGS, 2001).

2.4 Triagem de Lactobacillus sp. com potencial para utilizagao como CAS

Cada isolado identificado como Lactobacillus sp. foi avaliado quanto a sua
capacidade acidificante de acordo com a metodologia de Durlu-Ozcaya et al. (2001)
com algumas modificagbes. Os isolados foram retirados do estoque, estriados em
agar MRS e incubados em aerobiose a 35 °C por 24 a 48 horas. Apos esse tempo,
uma colbnia isolada de cada BAL foi transferida para tubos contendo 5 ml de caldo
MRS (BD Difco, EUA) e incubada por 14 a 18 horas a 35 °C. Tubos contendo 20 ml
de leite desnatado reconstituido (BD Difco, EUA) foram inoculados com 1% (v/v) da
cultura de BAL ativada anteriormente e incubados a 30 °C. O pH do leite desnatado
reconstituido foi medido imediatamente apds a inoculagdo e apdés 6h e 48 h de
incubacado usando um pHmetro (PG2000, Gehaka, Brasil). Linhagens capazes de
reduzir o pH a 5,3 apds 6h foram consideradas rapidas produtoras de acido e com
potencial para serem usadas como iniciadoras (BERESFORD et al.,, 2001). As
linhagens que ndo foram capazes de acidificar o leite desnatado reconstituido a
valores de pH abaixo de 5,3 apds 48 h de incubacado foram consideradas com
capacidade limitada de acidificagdo e com potencial para serem utilizadas como CAS
(FRANCIOSI et al., 2008). Essas BAL foram selecionadas e caracterizadas para
producao de EPS, atividades proteolitica e lipolitica e capacidade antagonista contra
Listeria monocytogenes ATCC 7644 com a verificacdo da natureza proteica das
substancias antagonistas. As demais BAL foram consideradas com capacidade de

acidificagao regular e permaneceram em estoque para estudos futuros.
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2.5 Caracterizagao das propriedades tecnolégicas e antimicrobianas

Para avaliar a capacidade de produgdao de EPS, Lactobacillus sp.
selecionados foram semeados na superficie de placas de Petri contendo agar MRS
modificado com adigao de lactose, frutose e maltose, separadamente (5% p/v), e
incubadas a 30 °C por 72 h. Os isolados foram considerados positivos para EPS
quando produziram coldnias viscosas e pegajosas. A producao de EPS foi classificada
como alta (+++), regular (++) e baixa (+) (JAOUANI et al., 2015; MARGALHO et al.,
2020). A capacidade proteolitica foi avaliada de acordo com a metodologia descrita
por Jaouani et al. (2015) e a capacidade lipolitica foi avaliada de acordo com Sahraoui
et al. (2015) sem o uso do corante vermelho fenol. As atividades proteoliticas e
lipoliticas foram confirmadas qualitativamente pela formagao de zonas claras ao redor
das colénias de BAL. A capacidade antagonista de BAL contra Listeria
monocytogenes ATCC7644 foi avaliada por meio de dois ensaios. O primeiro seguiu
a metodologia descrita por Campagnollo et al. (2018). Os testes foram realizados em
duas repeticdes e os halos de inibicdo foram medidos em milimetros com o auxilio de
paquimetro e calculada a média entre as medi¢des. Concomitantemente, foi realizado
um segundo ensaio de acordo com as metodologias de Lewus, Kaiser e Montville
(1991) e Lewus e Montville (1991). Esse segundo ensaio teve como objetivo avaliar a
capacidade antagonista das BAL sem a possivel influéncia da producéo de acidos e
também avaliar a sensibilidade das substancias antimicrobianas a pepsina e
proteinase K. Halos de inibigdo do crescimento de L. monocytogenes em torno das
colénias de BAL foram avaliadas qualitativamente, pela presenca ou auséncia. O
aparecimento de uma retragdo no halo de inibicao na regido onde as enzimas foram
localizadas (halo em forma de “meia-lua”) indica que a substancia antagonista é

sensivel aquela enzima proteolitica, sendo possivelmente de natureza proteica.
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3. RESULTADOS
3.1 Isolamento e identificagao presuntiva de BAL

A partir de 5 amostras de QMA de cada uma das 8 regides produtoras, foram
isoladas 260 colbnias bacterianas fenotipicamente diferentes. Desse total de isolados,
191 foram identificados presuntivamente como BAL (73,5%). Do total de BAL isoladas
no presente estudo, 85 exemplares (44,5%) apresentaram forma de cocos e 106
(55,5%) a forma de bacilos. A maioria dos bacilos (74,5%) foi isolada no meio MRS,
enquanto a maior parte dos cocos (55,3%) foi isolada no meio M17 (Figura 1).

Figura 1. Distribuicao de bactérias acido-laticas (BAL) isoladas de amostras de QMA
segundo formas, meios de cultivo utilizados no isolamento e regido.
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3.2 Identificagcao a nivel de género e obtencdao dos perfis moleculares de

linhagens de Lactobacillus spp.

BAL em forma de bacilos (n=106) foram submetidas a PCR monoplex género-

especifica e 83 delas (78,3%) apresentaram uma unica banda correspondente ao
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fragmento de 250 pb especifico do género Lactobacillus. Todos isolados identificados
como Lactobacillus spp. foram submetidos a técnica de Rep-PCR. Foram identificados
64 perfis moleculares diferentes (77,1%), sendo considerados linhagens
geneticamente distintas. A regidao do Serro contribuiu com o maior numero linhagens
de Lactobacillus spp. enquanto a regido das Serras de Ibitipoca foi onde menos

Lactobacillus sp. genotipicamente distintos foram identificados (Figura 2).

Figura 2. Quantidades de Lactobacillus sp. geneticamente distintos isolados em cada
regido produtora de QMA.
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Analises de agrupamento dos perfis moleculares de Lactobacillus spp.
realizadas separadamente para cada regido produtora de QMA mostraram que os
QMA da regiao da Serra do Salitre apresentaram maior diversidade genotipica, com
7 linhagens divididas em 5 agrupamentos, considerando uma taxa de similaridade
arbitraria de 45%. A regido das Serras de Ibitipoca foi a que apresentou a menor
diversidade genotipica, com apenas uma linhagem de Lactobacillus genotipicamente
indistinguivel, seguida da regidao de Araxa, com 7 linhagens de Lactobacillus
agrupadas em apenas 2 grupos. Pode ser destacada também a regiao do Serro que
apresentou 18 linhagens geneticamente distintas agrupadas em 3 grupos, sendo que
83,3% delas (15 linhagens) estdo localizadas em apenas um desses agrupamentos
(Figura 3).



19

Figura 3. Analise de agrupamento dos perfis moleculares obtidos de 83 Lactobacillus
isolados de QMA apresentados separadamente para cada regido produtora (A —
Araxa, B — Canastra, C — Serra do Salitre, D — Tridangulo, E — Serras de Ibitipoca, F —
Serro, G — Cerrado, H — Campos das Vertentes).
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Ao analisar o agrupamento de todos Lactobacillus isolados de QMA
conjuntamente, foi observado que todos os perfis moleculares indistinguiveis
pertencem a isolados de uma mesma regido, sendo que a maior parte foi isolada a
partir da mesma amostra. Apenas os clones SAL933 e SAL 936, ambos da regido da
Serra do Salitre, foram isolados em amostras diferentes. Foram encontradas BAL
genotipicamente indistinguiveis nos meios MRS e M17 concomitantemente, como os
trés clones TRI735 e TRI737 (meio MRS) e TRI733 (meio M17), mas 10 linhagens de

Lactobacillus foram identificadas exclusivamente no meio M17 (Figura 4).
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Figura 4. Analise de agrupamento dos perfis moleculares obtidos de 83 Lactobacillus
isolados em QMA e valores de pH de leite desnatado reconstituido com 6h e 48h de
incubacgao, para as linhagens nao redundantes.
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et Y POSARA Araxa MRS 6,24 386
CANS31 PO2CAN Canastra MRS 6,28 4,18
CANS16 PO2CAN Canastra m17 635 4,20
VERS25 PO3VER Campos das Vertentes MRS 6,36 371
SAL817 PO2SAL Serra do Salitre MRS 6,22 3,79
SERS76 POISER Serro MRS 6,01 4,09
ARA746 PO2ARA Araxd MRS 6,06 501
ARAT63 PO2ARA Arax3 m17 6,10 452
TRIZ38 POSTRI Triangulo Mineiro m17 5,68 4,08
TRI741 POSTRI Triangulo Mineiro MRS - -
CER839 PO2CER Cerrado MRS 6,21 424
TRIZ39 POSTRI Triangulo Mineiro m17 6,06 418
TRIZ40 POSTRI Triangulo Mineiro MRS - -
CAN530 PO2CAN Canastra MRS 6,38 4,58
CANS35 PO2CAN Canastra MRS - -
CER834 POLCER Cerrado MRS 6,18 456
TRIZ36 PO3TRI Triangulo Mineiro MRS 5,84 39
ARA676 POIARA Araxd MRS 5,79 414
CANG684 POSCAN Canastra MRS 6,30 415
CANG65 PO3CAN Canastra MRS 5,9 4558
CANG69 POACAN Canastra MRS 614 436
CANG88 POSCAN Canastra MRS 6,15 412
SERS75 POISER Serro MRS 5,73 4,05
SERS80 POISER Serro m17 - -
SERS74 POISER Serro MRS 6,21 451
SERS77 POISER Serro MRS - -
CER833 POICER Cerrado MRS 6,10 4,05
VERS07 PO2VER Campos das Vertentes MRS 6,11 514
VER809 PO2VER Campos das Vertentes m17 6,10 442
VER827 PO3VER Campos das Vertentes m17 5,87 4,05
VER822 PO3VER Campos das Vertentes MRS 6,05 417
SAL714 POISAL Serra do Salitre MRS 6,08 417
SERS82 POISER Serro m17 5,93 421
ARA756 POSARA Araxé MRS 6,07 381
SER795 PO2SER Serro MRS 6,23 3,73
SER788 PO3SER Serro MRS 5,94 442
SER789 PO3SER Serro MRS - -
it SER792 PO2SER Serro MRS 5,88 451
SER796 PO2SER Serro MRS 5,79 4,13
SER785 PO4SER Serro m17 5,90 411
SER790 PO3SER Serro m17 5,76 442
SER791 PO3SER Serro m17 - -
SER786 PO3SER Serro MRS 5,86 4,20
SER787 PO3SER Serro MRS - -
SER772 PO4SER Serro MRS 6,09 407
SER774 PO4SER Serro MRS - -
SER783 PO4SER Serro M17 6,02 4,03
SER784 PO4SER Serro m17 - -
4 SER776 POSSER Serro MRS 5,88 4,03
SER777 POSSER Serro m17 - -
SER778 POSSER Serro m17 - -
T SER768 POSSER Serro MRS 5,88 407
i B SER769 POSSER Serro MRS - -
SER771 POSSER Serro MRS - -
‘ SER779 POSSER Serro M17 6,10 422
ARA765 PO4ARA Araxd MRS 6,11 442
SER794 PO2SER Serro MRS 6,20 505
_E SER797 PO2SER Serro MRS 6,21 532
CERS44 POACER Cerrado MRS 6,46 530
TRI733 PO3TRI Triangulo Mineiro m17 6,16 4,02
TRI735 PO3TRI Triangulo Mineiro MRS - -
TRIZ37 PO3TRI Triangulo Mineiro MRS - -
) CANS23 PO2CAN Canastra MRS 6,36 386
“ CANS24 PO2CAN Canastra MRS - -
ARA764 PO4ARA Arax4 MRS 5,87 3,76
_‘ CANG87 POSCAN Canastra MRS 6,32 535
CERS31 POLCER Cerrado MRS 619 427
L cems3s POLCER Cerrado MRS 6,21 4,02
SAL717 POISAL Serra do Salitre MRS - -
TRIS40 POLTRI Triangulo Mineiro MRS 612 424
VER922 POSVER Campos das Vertentes MRS 6,10 425
VER948 POAVER Campos das Vertentes m17 6,32 4,50
SAL932 PO4SAL Serra do Salitre MRS 6,31 417
. SAL931 PO4SAL Serra do Salitre MRS 6,27 431
TRI94L POLTRI Triangulo Mineiro MRS 6,08 428
TRI944 POITRI Triangulo Mineiro m17 6,10 423
SAL933 PO4SAL Serra do Salitre MRS 6,48 542
SAL936 POSSAL Serra do Salitre m17 - -
VER94S POAVER Campos das Vertentes MRS 6,12 449
1BI972 POSIBI Serras de Ibitipoca MRS 6,10 473
1BI974 POSIBI Serras de Ibitipoca MRS - -
VERS49 POAVER Campos das Vertentes mM17 6,36 4,60
SAL81S PO2SAL Serra do Salitre MRS 617 562
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3.3 Capacidade de acidificagao de isolados de Lactobacillus sp.

Nenhuma das 64 linhagens distintas de Lactobacillus sp. apresentou rapida
produgao de acido. Assim, todas permaneceram incubadas até 48h, quando o pH foi
medido novamente. A grande maioria (59 isolados) foi capaz de reduzir o pH abaixo
de 5,3 apds esse tempo de incubagdo, apresentando assim capacidade de
acidificagao regular. De acordo com o parametro adotado no presente trabalho,
apenas 5 isolados de Lactobacillus (CAN687 da regiao da Canastra, SER797 da
regidao do Serro, CER844 da regiao do Cerrado, SAL815 e SAL933 ambos da regiao
da Serra do Salitre) apresentaram baixa capacidade de acidificacdo, sendo entao
selecionados para as analises subsequentes. A anadlise de agrupamento entre os
cinco Lactobacillus selecionados demonstra que os isolados CAN687 e SER797 se
agrupam com perfis moleculares 50% similares enquanto os outros isolados tém

similaridade genética inferior a 35% em relagao a esse grupo e entre si (Figura 5).

Figura 5. Analise de agrupamento dos perfis
moleculares  obtidos de cinco Lactobacillus
encontrados com baixa capacidade de acidificagao.
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3.4 Propriedades tecnolégicas e antimicrobianas

Todos os cinco Lactobacillus selecionados foram capazes de produzir EPS a
partir de ao menos uma fonte de carboidrato. Os isolados CER844 e SAL933 foram
capazes de produzir EPS em todos os tratamentos, inclusive esse ultimo isolado com
produgdo destacada em relagdo as demais linhagens, a partir de lactose. Trés
isolados apresentaram capacidade proteolitica (CAN687, CER844 e SAL933) mas

nenhum foi capaz de realizar lipdlise (Figura 6).



22

Figura 6. Propriedades tecnoldgicas de cinco Lactobacillus spp.
encontrados com baixa capacidade de acidificagao.

Protedlise e lipdlise: auséncia (0) e presenca (1). Producao
de EPS: ausente (0), baixa (1), regular (2) e alta (3).

Em relacdo a capacidade antimicrobiana, todos isolados testados foram
capazes de inibir o crescimento de Listeria monocytogenes ATCC7644 no teste
realizado em meio MRS, tendo se destacado o isolado SER797 que exibiu o maior
halo de inibicdo em relagcdo aos apresentados pelos demais. No teste realizado em
meio TSAYE sem glicose, apenas os isolados SAL933 e SER797 apresentaram halos
de inibigdo, sendo que apenas esse ultimo apresentou retragdo no halo (forma de

“‘meia-lua”) na regido onde a enzima proteinase-K foi aplicada (Tabela 1).



Tabela 1. Capacidade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes
ATCC 7644 de cinco Lactobacillus spp. encontrados com baixa capacidade
de acidificacao.

BAL MRS TSAYE sem glicose
halo (mm) controle proteinase-K Pepsina
CANG687 14,55 - - -
SER797 25,45 + + -
SAL815 11,95 - - -
CER844 15,55 - - -
SAL933 10,70 + - -

Controle: teste de difusdo em agar sem a presenca de enzimas proteoliticas. Resultados:
positivo (+) e negativo (-).
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4. Discussao

No presente estudo foi estabelecida uma colecdo de BAL autdctones isoladas
a partir de QMA, que servira como um banco de recursos genéticos para futuras
utilizagdes tecnoldgicas. Foi avaliada a similaridade genética de Lactobacillus spp.
autéctones e testados seu potencial tecnoldgico e de biocontrole para futura utilizacao
como CAS na industria de alimentos fermentados. Pela primeira vez em um mesmo
estudo foram analisadas amostras de todas as oito regides reconhecidas por lei como
produtoras de QMA, e também pela primeira vez foram prospectadas e avaliadas
linhagens de BAL provenientes de amostras de QMA da regido das Serras de
Ibitipoca. A prospecc¢ao de linhagens selvagens de BAL tem se intensificado nos
ultimos anos buscando microrganismos adaptados as condigbes de produgédo de
queijos e outros alimentos fermentados, e os QMA se apresentam como rica fonte de
BAL com grande variabilidade genética e alto potencial funcional e biotecnoldgico,
inclusive para utilizagdo em queijos com denominagdo de origem controlada
(MARGALHO, 2020).

Em leite cru e queijos produzidos com essa matéria prima, sdo comumente
encontradas BAL em forma de cocos e bacilos, sendo que muitas vezes a quantidade
de cocos € maior. Porém, a diversidade de BAL encontrada depende da metodologia
utilizada e do material de onde as bactérias sao prospectadas (CABRAL et al., 2016;
CASTRO et al., 2016). Nesse estudo, a maioria das BAL isoladas apresentou forma
de bacilos (55,5%), sendo desse total 78,3% pertencentes ao género Lactobacillus.
Luiz et al. (2017) também identificaram a maioria das BAL isoladas de QMA como
pertencentes a esse género (72%). O isolamento majoritario de Lactobacillus spp. em
nosso estudo pode ser explicado pelo fato de que foram utilizados métodos de
isolamento dependentes de cultivo e amostras de QMA maturadas como fonte de BAL
Em queijos desse tipo, € esperado que a populacdo das NSLAB, grupo no qual o
género Lactobacillus spp. € mais frequente, seja dominante ja que o crescimento das
NSLAB ocorre em maior velocidade apds o decréscimo populacional das linhagens
iniciadoras, apos o processo fermentativo inicial (BANCALARI et al., 2020). Existem
diversos meios de cultura que podem ser usados para o isolamento de BAL, mas os
mais usados em produtos lacteos sao o agar M17 para isolar BAL em forma de cocos
e o agar MRS para bacilos (RICHTER e VEDAMUTHU, 2001). Nesse estudo foram

usados os dois meios de cultura citados para isolamento de BAL. A maioria dos bacilos
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(74,5%) foi isolada no meio MRS, enquanto a maior parte dos cocos (55,3%) foi
isolada no meio M17. Ainda que a tendéncia de isolamento da maioria dos bacilos em
meio MRS e cocos em meio M17 tenha sido observada, ressalta-se um consideravel
numero de bacilos isolados em meio M17 e um numero ainda mais expressivo de
cocos foi isolado em meio MRS. Apesar de o0 meio MRS ter sido desenvolvido para o
cultivo de Lactobacillus e o meio M17 para Streptococcus, € sabido que esses meios
de cultura ndo sao absolutamente seletivos para esses géneros e que diversas
espécies de BAL e outras bactérias podem crescer satisfatoriamente nesses meios
de cultura (LUIZ et al., 2017;POTES; MARINHO, 2007). De qualquer forma, fica clara
a importancia de proceder o isolamento de BAL utilizando tanto o meio MRS quanto o
meio M17 quando o objetivo for a obtengdo do maior numero possivel de BAL. Nao é
incomum encontrar trabalhos de isolamento e identificacdo de BAL em que apenas o
meio MRS foi utilizado (ALBAYRAK; DURAN, 2021; NERO et al., 2021). Porém, a
percepcao da importancia de utilizar os dois meios de cultura citados no isolamento
de BAL, inclusive no isolamento de Lactobacillus spp., fica ainda mais reforcada
quando sdo relacionados a identificacdo molecular dos bacilos e seus perfis
moleculares com os meios de cultura onde esses isolados foram encontrados. Nesse
estudo foi observado que algumas linhagens de Lactobacillus puderam ser isoladas
tanto em meio MRS quanto em meio M17 (n=6). Porém, 10 linhagens geneticamente
distintas de Lactobacillus foram isoladas exclusivamente no meio M17. Pode-se
concluir que, para esse estudo, a utilizacdo do meio M17 proporcionou o isolamento
de linhagens de Lactobacillus que ndo teriam sido encontradas caso tivesse sido
usado apenas o meio MRS.

A utilizagao de ferramentas moleculares para a identificagcdo de BAL a nivel de
géneros, espécies e linhagens intraespecificas tem se difundido nos ultimos anos e
se apresenta como pratica necessaria para a realizagao de um estudo confiavel e
preciso sobre a diversidade genética da microbiota dos produtos fermentados
(VASIEE et al., 2018). Dentre essas ferramentas, a técnica de Rep-PCR utilizando o
primer GTGs tem se mostrado uma técnica eficiente para a diferenciagao de linhagens
intra-especificas, fornecendo dados confiaveis para a obtencao de perfis moleculares
e realizacdo de comparacgdes de similaridade genética (KAUR et al.,2017). A analise
de similaridade dos perfis moleculares obtidos nesse estudo permitiu identificar 64
linhagens geneticamente distintas de Lactobacillus. Todos os perfis idénticos

pertencem a isolados provenientes de uma mesma regiao, indicando a existéncia de
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linhagens especificas de Lactobacillus para cada local de produgdo. A variabilidade
genética da microbiota presente nos QMA pode ser influenciada pelas condi¢des de
producado e ambientais de cada local, inclusive variando de acordo com as estacdes
do ano. Essas condigdes singulares podem explicar a especificidade dos perfis
moleculares encontrados no presente estudo (LUIZ et al., 2017; PERIN et al., 2017).
Teixeira et al. (2021) demonstraram que a Rep-PCR obteve perfis moleculares
visualmente mais diversos e em maior quantidade quando comparada com técnica de
pulsed field gel eletrophoresis (PFGE) na analise de BAL do género Weissella isoladas
em queijos artesanais. Em seu estudo, a utilizagao da técnica de Rep-PCR permitiu
uma analise de agrupamento mais detalhada e a identificagéo de perfis moleculares
idénticos encontrados em amostras diferentes. O presente estudo também identificou
dois perfis moleculares idénticos em amostras diferentes, o que comprova a eficacia
da técnica de Rep-PCR com o primer GTGs de fornecer dados que permitem
identificar clones nesses casos.

A analise de agrupamento e a construgdo de um dendrograma com todos os
83 Lactobacillus permitiu observar que eles se dividiram em 8 grupos com indice de
similaridade de 45%. Esse consideravel numero de grupos atesta a grande
diversidade genotipica de Lactobacillus spp. isolados nesse estudo. Porém, dentre
esses grupos, podemos notar a existéncia de um grande agrupamento contendo mais
da metade das linhagens analisadas (34 isolados) e onde se concentram também
89,7% dos isolados da regido do Serro. Essa observacéao indica que a maior parte de
Lactobacillus isolados nesse estudo possuem relativa similaridade genética,
especialmente os da regiao do Serro, ainda que as outras 30 linhagens isoladas nas
diversas regides se distribuam aleatoriamente pelos outros sete agrupamentos
formados. J&4 a analise dos dendrogramas construidos para cada regido
separadamente mostra a similaridade genotipica entre suas linhagens especificas.
Ainda considerando a similaridade genotipica de 45%, pode ser observado que a
regido do Serro, apresenta apenas 3 agrupamentos de perfis moleculares, mesmo
tendo sido a regido onde foi obtida a maior quantidade de perfis moleculares distintos
(18 isolados). Por outro lado, temos regides como o Cerrado (6 linhagens em 4 grupos)
e Serra do Salitre (7 linhagens em 5 grupos) que apresentaram as maiores variagdes
de perfis moleculares. Esses resultados demonstram que quantidade de isolados em
uma determinada regido pode nao ter relagdo direta com a variabilidade genética da

microbiota latica encontrada nesses locais, podendo existir um expressivo numero de
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linhagens de BAL em uma regido, mas com reduzida variabilidade genotipica entre
elas (Figura 7). A diversidade genotipica encontrada pode ser influenciada pelas
condicdes ambientais e de producao especificas para cada local, além do tempo de
maturacgao dos queijos, que também pode influenciar nesses resultados. Queijos mais
maturados apresentam condigcdes menos favoraveis para a sobrevivéncia de algumas

linhagens menos resistentes a baixa atividade de agua, por exemplo.

Figura 7. Relagdo entre numero de linhagens de Lactobacillus
genotipicamente distintas e quantidade de agrupamentos com
similaridade genética de 45%.
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De um total de 15 BAL isolado nas amostras de QMA da regido das Serras de
Ibitipoca, apenas 3 isolados possuem forma de bacilo e apenas 1 perfil genético
distinto de Lactobacillus spp. foi identificado. Esse € um numero baixo se comparado
com os obtidos nas demais regides reconhecidas a mais tempo como produtoras de
QMA. Ainda que a regido das Serras de Ibitipoca seja tradicional na produgao de QMA,
0 processo de reconhecimento exige uma série de adequacgdes das instalagoes,
utensilios e boas praticas de producéao do leite e de fabricagcdo do QMA que provocam
transformacdes e modificacbes nos processos e ambientes de producdo, com a
construgédo de novas queijarias e aquisicdo de novos utensilios, por exemplo. Como
as NSLAB séao bactérias presentes no ambiente de produgdo e que contaminam o
leite e 0s QMA durante o processo de fabricagdo (BRIGGILER-MARCO et al., 2007),

essas modificacbes podem ter causado a perda de algumas linhagens ou a redugéo
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das suas populagbes momentaneamente, dificultando sua prospeccdo. Essas
circunstancias poderiam explicar o baixo numero de Lactobacillus encontrado. Por
outro lado, nessa regido obtivemos o isolamento de 12 BAL em forma de cocos. Ja foi
demonstrado por outros estudos que alguns queijos artesanais brasileiros possuem
uma microbiota latica predominantemente em forma de cocos (CABRAL et al., 2016;
KAMIMURA et al., 2019), e essa pode ser a caracteristica da microbiota latica das
Serras de Ibitipoca. Assim, estudos mais aprofundados devem ser realizados para
caracterizar a diversidade genética da microbiota dos QMA dessa regido.

Estudos demonstraram que a utilizagdo de linhagens autoctones de
Lactobacillus como CAS na fabricagdo de queijos melhoraram o sabor desses
alimentos, intensificando sabores e aromas e reduzindo o aparecimento de defeitos
de sabor como amargor e rancidez, impactando positivamente na qualidade do
produto final (BANCALARI et al., 2020; BRIGGILER-MARCO et al., 2007; PERALTA
et al., 2020). Possuir capacidade de acidificacdo reduzida é uma caracteristica
fundamental para uma CAS, ja que, dessa forma, o teor de acidez do queijo n&o sera
aumentado significativamente pela agdo dessas culturas durante a maturagao,
alterando o sabor e a aceitagao do produto final pelo consumidor (FRANCIOSI et al.,
2008). Para atender esse critério de triagem, todas as linhagens de Lactobacillus
identificadas nesse estudo passaram por teste de acidificagdo em leite desnatado
reconstituido. Foram encontradas 5 linhagens de Lactobacillus com reduzida
capacidade acidificante. A utilizagdo das CAS se justifica com o objetivo de impactar
positivamente os aspectos sensoriais dos queijos e a capacidade desses
microrganismos realizarem protedlise e lipdlise € uma caracteristica interessante
nesse sentido (NIETO-ARRIBAS et al.,, 2009). Nesse estudo, 3 dos 5 isolados
testados (CAN687, CER844 e SAL933) foram capazes de hidrolisar as proteinas do
leite, enquanto nenhum isolado apresentou capacidade lipolitica. A producado de
enzimas que hidrolisam as proteinas do leite permite o metabolismo dos aminoacidos
por essas bactérias e a consequente liberagdo de alguns compostos volateis. Com a
protedlise, as BAL também contribuem com os processos de maturagdo dos queijos,
acelerando a secagem e causando transformacgdes desejaveis na sua textura. A
auséncia atividade lipolitica entre os 5 isolados testados ndo € um resultado

surpreendente ja que, de maneira geral, tal atividade € menos frequente nas BAL

(GARCIA-CANO et al., 2019; MOTTA; GOMES, 2015). De qualquer forma, esses
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resultados demonstram o potencial dos isolados CAN687, CER844 e SAL933 para
contribuir com os aspectos sensoriais dos alimentos fermentados.

Mais uma caracteristica importante para a sele¢cado de culturas adjuntas é a
capacidade de produzir EPS a partir de fontes diversas de agucares. Os EPS
produzidos pelas BAL contribuem significativamente com a textura, consisténcia e
outros aspectos reoldégicos dos alimentos lacteos fermentados. Esses compostos
interagem com as micelas de caseina presentes no leite, melhorando a estrutura da
coalhada e reduzindo a sinérese nos queijos. Os EPS tém também uma grande
diversidade de utilizagbes na industria como espessantes, emulsificantes,
estabilizantes e adocantes, por exemplo (RUAS-MADIEDO; HUGENHOLTZ; ZOON,
2002; WELMAN; MADDOX, 2003). Todos os cinco Lactobacillus com baixa
capacidade acidificante testados no presente estudo foram capazes de produzir EPS
a partir de ao menos uma fonte primaria de carboidrato. Os EPS sao secretados para
fora das células, conferindo as col6nias aspecto viscoso e brilhante, e a avaliacédo
desse fendtipo € um método bastante difundido na literatura no que diz respeito a
triagem de microrganismos produtores de EPS (RUAS-MADIEDO; REYES-GAVILAN,
2005). Novamente podem ser destacados os isolados CAN687, CER844 e SAL933
que foram capazes de produzir EPS a partir de todas as fontes de acucar testadas,
inclusive lactose. Através dessa caracterizagao preliminar, € possivel afirmar que
todos os cinco isolados testados apresentam potencial para serem usadas como
culturas adjuntas na producao de queijos e também como culturas produtoras de EPS
para a industria de biopolimeros. Os isolados que produziram EPS a partir de lactose,
destacadamente o isolado SAL933, podem ser usados sozinhos ou combinados com
culturas iniciadoras na producao de alimentos lacteos fermentados. Porém, estudos
adicionais sao necessarios para confirmacao desses potenciais, bem como para
comprovar a inocuidade desses microrganismos (MARGALHO et al.,2020).

Além da preocupacao de produzir queijos que atendam as demandas do
consumidor nos aspectos sensoriais, também € preocupacao da industria a produgao
de queijos seguros, com maior vida de prateleira, reduzindo ou eliminando a adigéo
de conservantes artificiais (BANCALARI et al., 2020). Assim, outra caracteristica
importante para uma CAS é a capacidade antimicrobiana. Essa capacidade se da pela
acao de diversos subprodutos do metabolismo das BAL, bem como pela producéo de
bacteriocinas (MOKOENA, 2017). Deficiéncias nas técnicas de produc¢ao, utensilios e

instalagdes inadequadas, ou ainda baixa higiene podem afetar negativamente a
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qualidade microbioldgica dos produtos lacteos. No caso dos queijos artesanais, a
utilizacdo do leite cru pode potencializar esses riscos. Uma importante doenca
causada pela ingestdo de alimentos é a listeriose, que ocorre pela ingestdo de
alimentos contaminados por Listeria monocytogenes. A listeriose pode se apresentar
de maneira severa e com alta taxa de mortalidade (20 % a 30 %), principalmente para
pessoas mais susceptiveis como gestantes, recém-nascidos, idosos e individuos com
sistema imunolégico deprimido. Estudos para a determinacdo da prevaléncia de L.
monocytogenes em leite cru e queijos artesanais no Brasil apresentam metodologia e
resultados bastante variados. Em queijos artesanais, por exemplo, a prevaléncia
desse patdgeno pode variar de zero a 2,3 % (BORGES et al., 2009). De qualquer
forma, devido aos riscos a saude causados pela presenga dessa bactéria patogénica
nos alimentos, a legislagao brasileira estabelece a obrigatoriedade de auséncia de L.
monocytogenes em produtos lacteos (BRASIL, 2001). Na busca por uma possivel
solugao para esses desafios, o presente estudo demonstrou que todas as 5 linhagens
geneticamente distintas de Lactobacillus testadas apresentaram capacidade
antagonista contra L. monocytogenes. Esse resultado indica o grande potencial de
bioprotecao das linhagens avaliadas, mas n&o esta necessariamente relacionado a
produgao de bacteriocinas ja que apenas um isolado apresentou resultado positivo
para a producdo de substancia antimicrobiana de natureza proteica. No presente
estudo, essa diferenciacdo pode ser demonstrada pela realizacdo de dois testes de
antagonismo diferentes ao mesmo tempo. Quando foi realizado o teste de
antagonismo utilizando como base o meio MRS, todas as linhagens testadas foram
capazes de inibir o crescimento do patégeno indicador. Nesse caso, como a fonte de
carboidrato primaria € glicose, € natural que os Lactobacillus sp. tenham produzido
acidos organicos que, ao se difundirem, reduziram o pH do meio de cultura, inibindo
o crescimento da L. monocytogenes. Considerando a possibilidade da influéncia da
producao de acidos pelas BAL, um segundo ensaio de antagonismo foi utilizado como
base o meio TSAYE sem glicose, com o objetivo de minimizar esse possivel efeito e
atestar a capacidade antagonista pela agao de bacteriocinas ou outra substancia néo
acidificante. Nesse ensaio, apenas dois isolados foram capazes de inibir o
crescimento do patégeno indicador. Esses resultados estdo de acordo com os
apresentados por outros estudos que demonstraram que ocorre a redugédo ou
auséncia de atividade antagonista quando é feita a neutralizagdo do pH durante a
analise (ARENA et al., 2016; OLDAK et al, 2017). A atividade antimicrobiana
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apresentada pelos isolados SER707 e SAL933 nesse ultimo ensaio pode ter ocorrido
em funcdo da competicdo por nutrientes, pela producado de outros metabdlitos como
peréxido de hidrogénio ou ainda pela agéo de bacteriocinas (MOKOENA, 2017). A
natureza proteica das substancias antimicrobianas foi confirmada para o Lactobacillus
SER797, isolado em QMA da regido do Serro. Todos os isolados que de alguma
maneira apresentaram capacidade antimicrobiana apresentam potencial para serem
usados como CAS em alimentos, inclusive nos queijos com denominagao de origem
controlada de onde foram prospectadas, ja que se tratam de linhagens autoctones,
podendo representar um fator favoravel ao aumento da seguranga microbiolégica dos
alimentos (MARGALHO et al., 2020).
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5. CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro a realizar prospeccdo de BAL em todas as
regides produtoras da QMA, incluindo de maneira inédita a regido das Serras de
Ibitipoca. O isolamento de um consideravel numero de BAL, permitiu a criacdo de um
banco de material genético que servira como fonte de recursos para futuros estudos
e utilizagdes tecnoldgicas. A aplicagdo de ferramentas moleculares permitiu a
identificacédo de 64 perfis moleculares distintos de Lactobacillus e a observagéao da
grande variabilidade genética entre eles. Ficou reforcada a percepcado de que a
utilizacdo da técnica de Rep-PCR para a separacao de linhagens geneticamente
distintas € simples e eficaz, inclusive entre amostras diferentes. A utilizagdo exclusiva
do meio MRS no isolamento de BAL do género Lactobacillus pode levar a perda de
um numero consideravel de linhagens, sendo recomendada a utilizagdo ao mesmo
tempo do meio M17. Foram selecionadas 5 linhagens de Lactobacillus com potencial
tecnolégico e de biocontrole as quais serdo avaliadas futuramente para utilizagéo
como CAS em alimentos ou ainda como culturas produtoras de EPS, enzimas
hidroliticas e compostos antimicrobianos para utilizagao industrial. Porém, para que
esses microrganismos ou as substancias por eles produzidas possam ser utilizados,
sua inocuidade precisa ser garantida. Nesse sentido, mais estudos devem ser
realizados para que essas linhagens especificas possam ser consideradas seguras

para a utilizacdo em alimentos.
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