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RESUMO

O queijo Minas frescal € uma matriz alimentar valiosa para a introducdo de bactérias
probiéticas. Os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus sdo os mais utilizados no
processamento de alimentos. Entretanto, a manutencdo da viabilidade do probidtico
até o momento do consumo é um desafio para a industria de alimentos. Portanto, tem
sido buscadas inovacdes em termos de tecnologia ou formulagdo que contribuam
para reter a funcionalidade dos produtos. Neste sentido, a utilizacdo de bactérias
formadoras de esporos pode ser uma opcao interessante para elaboracdo de
produtos probidticos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é investigar o efeito da
adicdo da cultura probiotica formadora de esporo W. coagulans GBI-30, em diferentes
concentracdes, nas caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas do queijo Minas
frescal durante sua validade comercial. Foram realizados quatro tratamentos com
formulag@es distintas: QC — sem probidtico (controle); QI, QIl e QllIl com probidtico
em concentracfes variadas (6, 8 e 10 log UFC/g, respectivamente). Os queijos foram
analisados quanto a viabilidade probiotica, composicdo fisico-quimica (Umidade,
gordura e proteina), pH, protedlise, presenca de compostos bioativos e organicos e
atividade antibacteriana. De acordo com os resultados observados, a taxa de
sobrevivéncia dos probidticos manteve-se constante e proporcional a quantidade de
W. coagulans adicionada nas amostras (p>0,05), que inclusive, conferiu a QI, Qll e
QIIl caracteristicas de um produto probiético. Quanto a composi¢ao fisico-quimica,
todos os tratamentos estiveram em conformidade com a legislagdo vigente. A
producédo de acidos organicos (latico e acético) e peptideos bioativos foi constante e
diretamente proporcional a adicdo da cepa probidtica, assim como o declinio da
concentracdo de lactose (p<0.05). Em relacdo a atividade antibacteriana dos queijos
probioticos (QI, Qll e Qlll), houve uma inibicdo baixa contra a proliferacdo de S. aureus
e L. inoccua e média contra S. enterica e E. coli. Enquanto o queijo sem probidtico
(QC) nado exerceu atividade inibidora relevante (p<0.05). Portanto conclui-se que a
utilizacdo de W. coagulans GBI-30 em queijo Minas frescal é uma alternativa eficaz
para o desenvolvimento de novos produtos probidticos com a funcionalidade
preservada ao longo de sua validade comercial. Considera-se que a atividade
antibacteriana, verificada nos queijos probiéticos possa contribuir para a industria de
alimentos na elaboracéo de produtos benéficos a saude.

Palavras-chave: Produto lacteo funcional; Queijo probiotico; Cultura probiotica

formadora de esporo; Bacillus coagulans



ABSTRACT

Minas frescal cheese is a valuable food matrix for introducing probiotic bacteria. The
genera Bifidobacterium and Lactobacillus are the most commonly used in food
processing. However, maintaining the viability of the probiotic until the moment of
consumption is a challenge for the food industry. Innovations have therefore been
sought in terms of technology or formulation to help retain the functionality of the
products. In this sense, the use of spore-forming bacteria could be an interesting option
for making probiotic products. The aim of this study was to investigate the effect of
adding the probiotic spore-forming culture W. coagulans GBI-30, in different
concentrations, on the microbiological and physicochemical characteristics of Minas
frescal cheese during its commercial shelf life. Four treatments were carried out with
different formulations: QC - without probiotic (control); QI, QIl and QIIl with probiotic in
varying concentrations (6, 8 and 10 log CFU/g, respectively). The cheeses were
analyzed for probiotic viability, physicochemical composition (moisture, fat and
protein), pH, proteolysis, presence of bioactive and organic compounds and
antibacterial activity. According to the results observed, the survival rate of the
probiotics remained constant and proportional to the amount of W. coagulans added
to the samples (p>0.05), which even gave QI, QIl and QIll the characteristics of a
probiotic product. In terms of physico-chemical composition, all the treatments
complied with current legislation. The production of organic acids (lactic and acetic)
and bioactive peptides was constant and directly proportional to the addition of the
probiotic strain, as was the decline in lactose concentration (p<0.05). With regard to
the antibacterial activity of the probiotic cheeses (QI, QIl and QIll), there was low
inhibition against the proliferation of S. aureus and L. inoccua and medium inhibition
against S. enterica and E. coli. The cheese without probiotic (QC) had no significant
inhibitory activity (p<0.05). It can therefore be concluded that the use of W. coagulans
GBI-30 in Minas frescal cheese is an effective alternative for the development of new
probiotic products with their functionality preserved throughout their commercial shelf
life. It is thought that the antibacterial activity found in probiotic cheeses can contribute
to the food industry in the development of products that are beneficial to health.

Keywords: Functional dairy product; Probiotic cheese; Spore-forming probiotic

culture; Bacillus coagulans.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, os alimentos funcionais tém ganhado importante destaque devido
ao crescente interesse da populacdo em saude e bem-estar. Além disso, 0 apoio da
legislacdo e os avanc¢os na ciéncia, no que diz respeito as propriedades benéficas dos
alimentos, tem permitido o surgimento de uma grande variedade de produtos no
mercado, atendendo ao paladar dos diversos publicos (BRASIL, 2021). No Brasil, o
nicho de alimentos funcionais representa cerca de 15% do mercado de alimentos, com
um crescimento anual estimado de 20%, enquanto os alimentos probibticos
correspondem a cerca de 70% dos produtos disponiveis (CRUZ et al., 2017).
Probiéticos sédo definidos como “micro-organismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem um beneficio a sadde do hospedeiro”, conceito
gue sofreu revisao da definicdo da FAO/OMS, 2002. Portanto, a viabilidade dos micro-
organismos € uma condicdo fundamental para que os efeitos benéficos sejam obtidos
(HILL et al., 2014).

Os beneficios clinicos adquiridos com o consumo de probidticos,
compreendem: (@) contribuicdo para a saude intestinal, com a melhora transito
intestinal, aprimoramento da digestdo e absorcao de nutrientes pelas células epiteliais
do intestino; (b) auxiliam o sistema imune, protegendo da penetracédo de alergénicos
e bactérias patogénicas, fortalecimento da barreira epitelial (producdo de mucina) e
producdo de imunoglobulina A no intestino; (c) exercem efeito anti-inflamatorio; (d)
atuam no tratamento de dores viscerais, como as da sindrome do intestino irritavel,
entre outros. No entanto, deve-se destacar que o efeito é transitério, sendo necessario
o consumo frequente de alimentos probidticos para a colonizacdo destes na
microbiota intestinal (CRUZ et al., 2009).

Os lacteos sdo as matrizes alimentares mais utilizadas para producdo de
alimentos funcionais probidticos. Em 2020, de acordo com a International Dairy
Federation (IDF), o queijo foi um dos derivados lacteos mais consumidos no mundo.
Inclusive, no Brasil, é o laticinio preferido apds o leite fluido. Os queijos Minas, prato
e mucarela foram os mais escolhidos, segundo dados da Pesquisa de Orgcamentos
Familiares (POF) do IBGE (SIQUEIRA E SCHETTINO, 2021). Além de ser um
alimento de grande importancia econémica, sendo responsavel por movimentar US$
159 bilh6es no mercado global em 2022, com previsdo de ultrapassar cerca de US$

213 bilhdes até 2032, conforme relatorio de Precedence Research (2023). Associado
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ao expressivo consumo, o0 queijo também possui um excelente valor nutricional, por
ser fonte de proteinas de alto valor biologico, gorduras (com destaque para acidos
graxos com perfil anti-inflamatério CLA), carboidratos (lactose, galactose, glicose),
minerais (Calcio, fésforo, potéssio, iodo, zinco e selénio) e vitaminas A, D e do
complexo B (CORASSIN et al., 2017).

As cepas probidticas mais conhecidas e usadas no processamento de
alimentos pertencem aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus (PIMENTEL et al.,
2020). Porém um grande desafio na producdo de alimentos probidticos é manter a
viabilidade celular durante o processamento, armazenamento e a exposicdo a
condicBes gastrointestinais, para garantir a chegada e funcionalidade do probidtico no
ambiente intestinal. Com o intuito de sustentar a sobrevivéncias destes micro-
organismo, novos recursos tém sido empregados, como adicdo de promotores de
crescimento (prebiodticos) ou a microencapsulacdo de micro-organismos probioticos
(ANDRADE et al., 2023; ROLIM et al., 2020). Neste sentido, a utilizacdo de probibticos
produtores de esporos por serem micro-organismos naturalmente mais resistentes as
diferentes condigbes adversas, torna-se uma alternativa interessante para o0
desenvolvimento de produtos probioticos (CAO et al., 2020).

Weizmannia coagulans, denominada anteriormente como Bacillus coagulans,
€ uma espécie bacteriana formadora de esporos, economicamente importante, que
tem se tornado cada vez mais notavel no campo dos probiéticos pela sua maior
capacidade de suportar os efeitos do processamento e condicbes ambientais,
garantindo funcionalidade no organismo humano, através do consumo de alimentos
suplementados com esta cepa (FIJAN et al., 2023, OZUSAGLAM et al., 2010)

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho é investigar o efeito da
adicdo da cultura probidtica formadora de esporo W. coagulans GBI-30, em diferentes
concentracfes, nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do queijo Minas

frescal durante o seu periodo de validade comercial.

REFERENCIAL TEORICO:

2.1- Queijo Minas frescal

Segundo a portaria MAPA — 352, de 04/09/1997: “Queijo Minas frescal € um

queijo fresco obtido por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras
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enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acao de bactérias
lacticas especificas. E um queijo classificado como semigordo, de muito alta umidade
e deve ser consumido fresco ou conservado e comercializado sob temperatura nao
superior a 8°C. Possui forma cilindrica, peso variando entre 300g e 5 kg consisténcia
macia, cor esbranquicada, sabor suave, odor caracteristico, crosta fina e presenca ou
nao de olhaduras mecanicas” (BRASIL, 1997).

E um alimento que atende aos mais diversos publicos, sejam os interessados
por alimentagcdo saudavel, por conter uma boa fonte proteica e baixo teor lipidico ou
agueles que buscam refeicbes palataveis. Segundo a pesquisa de orcamentos
familiares (POF) do IBGE, o brasileiro consome em média, 2,2 quilogramas de
queijo por ano. Na distribuicdo nacional, a regido Sudeste se destaca com o0 maior
nivel de consumo, com 2,8 kg/habitantes/ano, seguida pela regido Sul, com 2,6
kg/habitantes/ano (EMBRAPA, 2023).

2.1.1- Processamento do queijo Minas frescal

De acordo com a legislacdo brasileira, o leite para a fabricacdo de queijos
precisa sofrer processo de pasteurizacdo e ser padronizado em relacdo ao teor de
gordura (BRASIL, 1996). O processo de fabricacdo do queijo Minas compreende trés
etapas: acidificacdo, coagulacéo e desidratacdo (CRUZ et al., 2009).

Na acidificacdo ocorre a producéo de &cido latico através da fermentacdo da
lactose pelas bactérias laticas. Na coagulacdo ocorre a formacéo da coalhada. Por
altimo, a desidratacdo compreende as etapas de corte, mexedura, sinérese,
prensagem e salga. A Ultima etapa recebe este nome por ter a fungéo de retirar o soro
da coalhada até atingir o teor de umidade desejado no queijo (KAPOOR; METZGER,
2008).

Durante as etapas de producédo do queijo alguns constituintes do leite s&o
perdidos no soro, como: agua, sais minerais, lactose e uma parcela de proteina.
Enquanto no produto, ocorre a concentracdo da gordura e de grande parte da
composicao proteica do leite. Estes nutrientes irdo definir o rendimento do queijo.
Ademais, a composi¢ao nutricional e microbioldgica do leite tem grande interferéncia
na qualidade do queijo. O teor de calcio presente no leite ira definir a firmeza da
coalhada e o pH, a retencdo do coagulante na coalhada. Enquanto, a presenca de
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microbiota inadequada pode afetar a parte sensorial e estrutural do queijo, como por

exemplo a formacéao de olhaduras indesejaveis (FOX et al., 1997).

2.2- Probidticos

O trato gastrointestinal humano, além da funcdo digestiva, desempenha
importantes fungdes fisioldégicas que interferem na nossa saude e bem-estar ( SAAD,
2006). A microbiota intestinal adequada produz metabdlitos importantes para a
homeostase do organismo, como os acido graxos de cadeia curta (AGCC), através da
fermentacdo de substratos alimentares (fibras dietéticas), e neurotransmissores.
Também é responsavel por manter intacta a barreira intestinal e atuar em processos
imunoldgicos, sendo os probidticos grandes biomoduladores positivos para a saude
humana. Além disso, a microbiota intestinal é capaz de impedir a proliferacdo de
micro-organismos patogénicos devido a sua capacidade competitiva e inibitoria
(GIBSON; FULLER , 2000; PUNTILLO et al., 2022).

As atividades dos micro-organismos intestinais comandam a salde humana,
pois é capaz de interferir na funcdo de outros 6rgdos, como pele, figado e cérebro,
por meio dos eixos pele-intestino, figado-intestino e cérebro-intestino,
respectivamente. A colonizacéo intestinal e a composi¢cao da microbiota sdo moldadas
desde o inicio da vida e alguns fatores sdo condicionantes, como: tipo de parto,
amamentacdo, uso de medicamentos, exposicdo ambiental e a alimentagao
(PUNTILLO et al. 2022).

Na vida moderna, muitos fatores podem alterar o equilibrio do bioma intestinal,
como o estresse psicoldgico, exposicao a radiacdo, alteracdes da peristalse intestinal,
mudanca na dieta e infeccbes ou intoxicacdes alimentares. Porém, o uso de
antibioticos € uma das mais relevantes causas de desequilibrio da microbiota intestinal
ou disbiose. Esta situacdo clinica é caracterizada como quebra do equilibrio e
alteracdo na proporcao das espécies de micro-organismos que compdem a microbiota
humana e esta associada ao desenvolvimento de disturbios digestivos agudos e/ou
crénicos e doencas sistémicas (GUADARRAMA-ORTIZ et al., 2018).

Considerando-se o relevante papel metabdlico do intestino e sua microbiota
na saude aliado a importadncia da adequacdo dietética na restauracdo deste
microssistema € crescente no meio cientifico o interesse por alimentos funcionais que

permitam o reestabelecimento das fungBes gastrointestinais. Neste sentido, 0s
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probidticos tém ganhado destaque como um promissor ingrediente alimentar
(VALDOVINOS-GARCIA et al., 2019).

Os probidticos sdo micro-organismos Vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem algum beneficio para a saude (FAO/WHO,
2002;HILL et al, 2014). No Brasil, o uso de probidticos em alimentos requer prévia
avaliacao da Anvisa, segundo requisitos da Resolucdo RDC n° 241, de 27 de julho de
2018. Esta avaliacdo contempla trés elementos principais: comprovacédo inequivoca
da identidade da linhagem do micro-organismo, de sua seguranca e de seu efeito
benéfico (BRASIL, 2021).

A producéo de um alimento probidtico seguro e funcional requer a resisténcia
das células durante a produgcdo e armazenamento, a garantia de células bacterianas
viaveis no momento do consumo e a posterior colonizacdo da mucosa intestinal. A
quantidade recomendada de probiéticos que demonstra efeito sobre a saude é de 108
-10° Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) por dia, o que corresponde a 1 milhdo a
10 milhdes de células probiéticas por mililitro ou grama do produto ou 10%-107 UFC a
cada 100 g de produto alimentar (CRUZ et al., 2009).

2.2.1- Weizmannia coagulans

A maioria dos micro-organismos probidticos, como cepas pertencentes aos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium e algumas espécies de Saccharomyces,
sofrem uma reducdo significativa ao passar pelo tratamento térmico (KONURAY;
ERGINKAYA, 2020). Neste sentido, h4 um grande interesse no uso de probiéticos
capazes de formar esporos devido as suas caracteristicas de resisténcia a condi¢ées
ambientais adversas (CAO et al., 2020).

Bactérias formadoras de esporos sdo um amplo grupo que contém tanto micro-
organismos patdogenos quanto benéficos a saude (FIJAN; CONNIL, 2023).
Endosporos ou esporos sao estruturas metabolicamente inertes e extremamente
resilientes e resistentes a estresses ambientais (radiagcéo ultravioleta, desidratagéo,
extremos de temperaturas, solu¢des desinfetantes e antibioticos). Sdo compostos por
nacleo, com um cromossomo condensado e inativo, um coértex rico em
peptideoglicano e uma ou mais camadas de material proteico, como revestimento

(CUTTING, 2011). A sua germinacéao e retorno a forma bacteriana vegetativa ocorre
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guando sinais quimicos indicam que o0 esporo esta em um ambiente propicio a sua
sobrevivéncia e crescimento (BUDDL; FAGAN, 2023).

Weizmannia coagulans € uma espécie bacteriana Gram-positiva, em forma de
bastonetes, formadora de endosporos, anaerébica facultativa a microaerofila, movel,
catalase positiva e oxidase negativa. E considerada termdfila moderada e sua
temperatura ideal de crescimento varia entre 35° C e 50° C. Os esporos conseguem
resistir ao tratamento térmico a 90°C por 30 min. Existem varias cepas conhecidas,
como: GBI-30, 6086; Unique 1S-2; MTCC 5856; LBSC (DSM 17654); TBC169; SNZ
1969; BC30 e T11). A nomenclatura Weizmannia foi escolhida em homenagem ao Dr.
Chaim Weizman (1874-1952), um notavel bioquimico que foi um dos pioneiros no
campo da microbiologia industrial (FIJAN; CONNIL, 2023; ZHANG et al., 2023).

W. coagulans foi classificada primeiro como Lactobacillus esporogéneses e
posteriormente como Bacillus coagulans por apresentar caracteristicas das duas
classes. Mais recentemente, teve a sua taxonomia renomeada por Gupta et al., (2020)
apos analises filo gendmicas e comparativas de mais de 300 genomas de Bacillus.
Descobriu-se que este género se diferenciava pela presenca de dois indels de
assinatura conservados (CSIs) nas proteinas: acetato quinase e o-metiltransferase
(ZHANG et al., 2023).

O consumo de W. coagulans é considerado seguro, sendo liberado pela Food
and Drug Administration (FDA) dos EUA e a Autoridade de Seguranca Alimentar da
Unido Europeia (EFSA). Possui certificacdo pelas listas: Geralmente Reconhecido
como Seguro (GRAS) e Presuncao de Seguranca Qualificada (QPS) e seu genoma ja
passou por sequenciamento, ndo sendo achado nenhum gene patogénico (POLO et
al. 2022; SALVETTI et al., 2016). Na industria de lacteos, W. coagulans tem grande
importancia por promover a coagulacéo do leite. Também é utilizada na acidificagcao
de cereais enlatados, bem como na producao industrial de acido lactico. Além de ser
encontrada em suco de tomate, gelatina, preparacdoes meédicas e silagem (GUPTA et
al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464621005223#b0145
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Figura 1: Taxonomia do género Weizmannia.
Fonte: ZHANG et al., 2023.

As cepas probidticas de W. coagulans GBI-30 além de resistirem melhor as
condi¢cbes do processamento e ao transito pelo trato gastrointestinal (ZHANG et al.,
2023). Possuem varios efeitos benéficos a saude, tais como: auxilio no tratamento de
esteatose hepatica (ABHARI et al., 2020), atenuacdo de sintomas digestivos em
individuos com ou sem doencas inflamatérias intestinais (YANG et al.,2014) e
estimulacdo do sistema imunologico (NYANGALE et al.,2015). Adicionalmente,
exercem atividade efeito antibacteriana ao liberars bacteriocinas (coagulina e
surfactina) e auxiliam a digestédo de carboidratos, peptideos, acidos graxos de cadeia
curta, riboflavina e peroxido de hidrogénio (ALTUN; ERGINKAYA, 2021).

2.2.2- Queijo probiético

Na dultima década, os alimentos funcionais enriquecidos com bactérias
probidticas atingiram grande reconhecimento cientifico, sendo notério também o
crescente interesse por parte dos consumidores e pela industria de alimentos
(SPERRY ET AL., 2018). Com isso, muitas pesquisas tém se empenhado no
elaboracdo de novos produtos probidticos, principalmente entre as matrizes lacteas
(CORDEIRO et al., 2021). Entretanto, um grande desafio no desenvolvimento de
alimentos funcionais suplementados com culturas probidticas € a manutencdo da
viabilidade durante o processamento e a qualidade do produto durante a producéo,
sendo importante que a adicdo de probiodticos ndo o diferencie sensorialmente do
produto convencional (CRUZ et al., 2009).

Dentre os produtos lacteos, o queijo € um produto de amplo consumo em todo
0 pais, sendo um alimento promissor para a industria de alimentos funcionais e

principalmente para inovagfes utilizando probioticos, uma vez que ja € um alimento
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que sofre interferéncia em todo o seu processo produtivo de bactérias lacteas
(GRANATO et al, 2010). O gueijo Minas frescal possui uma estrutura que beneficia a
sobrevivéncia dos probiéticos no trato gastrointestinal, pois 0 ambiente anaerdbio e a
microencapsulacao criados pelo complexo proteina- gordura do queijo protege o
micro-organismo durante a passagem pela regido acida do estbmago. Ademais, o pH
elevado e a baixa acidez tornam o ambiente propicio para o desenvolvimento do
probidtico no produto (CORDEIRO ET AL., 2021). Sendo uma alternativa valiosa
quando comparado a demais veiculos, como leite fermentado e iogurte (SPERRY et
al., 2018)

O queijo Minas frescal demonstrou ser melhor carreador de bactérias
probiéticas do que os queijos maturados por ser consumido fresco, ter uma vida Util
curta e ser armazenado sob temperatura de refrigeracdo. Além disso, comprovou-se
gue queijos frescos produzidos com bactérias potencialmente probidticas obtiveram
atributos sensoriais satisfatorios (CRUZ et al., 2009; DANTAS et al., 2016; ROLIM et
al., 2020). Adicionalmente, a ingestdo de queijo Minas frescal probi6tico confere
beneficios a saude, como melhora de parametros metabdlicos (SPERRY et al., 2018),
imunologicos (CORDEIRO et al., 2021) e auxilio no controle da hipertensédo (LOLLO
et al., 2015). Por fim, estudos com queijos frescos utilizando W. coagulans em seu
processamento sdo escassos, sendo relevante para a comunidade cientifica, a

verificacdo dos efeitos da adicdo desta cepa em queijo Minas frescal.

3. JUSTIFICATIVA

Na atualidade, a busca por uma vida saudavel concomitantemente com o
interesse no consumo de alimentos que proporcionem beneficios a salde tem
aumentado consideravelmente na populacdo. Portanto, a producdo de géneros
alimenticios funcionais no Brasil € um mercado promissor.

Dentro desta categoria, os alimentos probidticos tem se destacado devido as
diversas pesquisas que demonstram as vantagens do consumo destes micro-
organismos para a saude humana. Entretanto, os métodos de processamento e até
mesmo o processo digestorio podem afetar a viabilidade dessas bactérias. Portanto,
a utilizacdo de bactérias formadoras de esporos em produtos alimenticios é

considerada inovadora. Além disso, os estudos envolvendo a adi¢cdo de W. coagulans
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como ingrediente probidtico em produtos lacteos sdo escassos e 0 queijo Minas
frescal possui caracteristicas que permitem diversas inovacoes.

Portanto, este estudo € pioneiro em avaliar a suplementacdo com W.
coagulans em um queijo fresco. Elaborar um produto inovador no mercado e analisar
suas caracteristicas, favorece o crescimento do setor lacteo no pais e justifica o

desenvolvimento desta pesquisa.

4. OBJETIVOS

4.1- Objetivo geral

Objetivou-se com o presente trabalho investigar o efeito da adi¢cdo da cultura
probiética formadora de esporo W. coagulans GBI-30, em diferentes concentragées,
nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do queijo Minas frescal durante

a validade comercial do produto.

4.2- Objetivos especificos

Desenvolver quatro queijos Minas frescal com formulagdes distintas: QC — sem
probiético (controle); Ql, QIl e QIll — com probidtico (6, 8 e 10 log UFC/g,
respectivamente).

Avaliar o efeito da adicdo de W. coagulans GBI-30 em diferentes concentragdes nas
caracteristicas fisico-quimicas (composicdo centesimal — umidade, proteina e
gordura; pH; atividade proteolitica e geracdo de compostos bioativos) dos queijos
Minas frescal, durante o periodo de armazenamento sob refrigeracao;

Analisar a viabilidade de W. coagulans GBI-30 durante a estocagem refrigerada no
gueijo Minas frescal, bem como sua sobrevivéncia durante a passagem pelo trato
gastrointestinal;

Avaliar a capacidade antimicrobiana da cepa probidtica W. coagulans GBI-30 frente a

diferentes cepas patogénicas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1- Material

Para o experimento foi utilizado o leite integral pasteurizado, com registro no
SIF, adquirido no comércio local e a bactéria probiotica formadora de esporos Bacillus
coagulans GBI-30, 6086, proveniente de Ganeden Biotech na forma seca por

pulverizacao.

5.2- Métodos
5.2.1- Processamento do Queijo Minas frescal:

O processamento do queijo foi realizado conforme metodologia proposta por
Rocha et al., (2020) com modifica¢cdes, conforme fluxograma ilustrado na figura 2.
Foram utilizados 4 litros de leite pasteurizado integral (3% gordura, Itaocara, Rio de
Janeiro, Brasil) separados em quatro partes com posterior aquecimento até 35 —
37°C. Na sequéncia, foram adicionados cloreto de calcio 40 % (30 mL/100 L, Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil), acido latico 85% (0,4 mL/L, Macalé) e coalho de quimiosina
(8 mL/10 L, HA LA, Chr Hansen, Valinhos, S&o Paulo, Brasil), seguido de mistura
lenta. Apds 45 minutos, foi realizado o corte da massa em cubos de aproximadamente
2 cm com posterior mexedura lenta por 5 minutos, com dois intervalos de 5 minutos
para repouso entre as séries, para facilitar a sinérese (saida do soro da massa). A
seguir, foram realizadas as etapas de dessoragem parcial, adicao de cloreto de sédio
(1 % sobre o volume do leite, Cisne, Rio de Janeiro, Brasil) e adicdo da cultura
probiodtica W. coagulans GBI-30, 6086 (nos queijos QlI, Qll e QIll), seguido de repouso
por 30 minutos. Decorrido esse periodo, foram realizadas as etapas de dessoragem
total e enformagem (5 °C por 30 minutos) seguida de duas viragens, uma a cada 30
minutos, e armazenamento em sacos plasticos de polietileno sob refrigeracéo (5 °C),

durante 24 horas para realizacdo das analises fisico-quimicas e microbiologicas.
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Leite izado integral, 3% de gord
(35-37°C)

Adigdo de Cloreto de calcio 40 % (30 m|/100 L)
+ Acido latico 85% (0,4 ml/L)

AGITAR POR 1 min.
Adicdo de Coalho de quimiosina—8 ml/10 L
45 min. -323 35°C
Corte de coalhada (Cubos de 2 cm)

MISTURAR LENTAMENTE
E DESCANSAR 5 min.

Dessoragem parcial e Salga
QC- Queijo controle/
. sem probidtico
Adicdo de al-6 log UFC/g

f(:\_ PROBIOTICOS ail-8 log UFC/g
¢ 2o aii- 10 log UFC/g

REPOUSO 30 min.
Dessoragem total.
Enformagem (5°C por 30 min.)

2 viragens — uma a cada 30 min.
Armazenamento (5°C por 24 h.)

Figura 2 — Fluxograma do desenvolvimento do queijo Minas frescal probidtico.

5.2.2- Anélise Microbiologica:

Segundo SOUZA (2008), o queijo Minas frescal deve ser consumido em até
15 dias apés a data de sua producdo, mesmo sob refrigeracdo, por ser um produto
altamente perecivel. Sendo assim, as analises microbiolégicas compreenderam a
contagem da viabilidade celular probiética no queijo Minas frescal nos dias 1, 7 e 14
de estocagem refrigerada e a verificagdo da sobrevivéncia de W. coagulans GBI-30
durante as condi¢cdes gastrointestinais simuladas. Para verificara viabilidade da cepa
probidtica, as amostras foram preparadas pesando-se 25 g de QI, QIl e Qll,
posteriormente homogenizados em sacos plasticos tipo Stomacher com 225 mL de
agua peptonada 0,1% (p/v). ApOs a homogeneizacéo, as amostras foram submetidas
a aplicacdo de choque térmico (80 °C/10 min) seguido de resfriamento imediato em
banho de gelo. Posteriormente, foram realizadas diluicdes decimais em série
utilizando agua peptonada 0,1% (p/v). As aliquotas das diluicbes seriadas foram
inoculadas em meio de cultura seletivo apropriado (Glucose yeast extract agar,
Himedia, India, Brazil) utilizando a técnica pour plate e incubadas a 40 °C em
aerobiose por 48 horas (SOARES et al., 2019).
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A viabilidade das cepas de W. coagulans GBI-30 no trato gastrointestinal em
simulacdo experimental (exposicdo ao pH acidos e sais biliares) foi realizada de
acordo com protocolo de Silva et al., (2018). Amostras de 1g de queijo
homogeneizadas com 9 ml de solucéo gastrica foram colocadas em tubos de ensaio.
Para reproduzir a fase gastrica, o pH foi ajustado para 2,0 -2,3 usando HCL estéril 0,5
mol.L e adicionado pepsina estéril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. EUA) e lipase
(Amano lipase F-AP15; Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WL, EUA) a solugéo
gastrica para atingir concentragdes de 3 g/L e 0,9 mg/L, respectivamente, seguido de
incubacédo a 37°C por 30 min. Posteriormente, 1 ml transferido para tubos contendo 9
ml de solucéo intestinal. Na fase entérica, o pH foi ajustado para 7,0-8,0 com uma
solucao alcalina estéril composta por bile e pancreatina em concentracdes de 10 e 1
g/L, respectivamente, e incubadas a 37 °C por 60 min. A contagem microbiana foi feita
de acordo com a metodologia anteriormente descrita (item 6.2.2) para analise da

viabilidade ao longo do periodo de armazenamento.

5.2.3- Andlises fisico-quimicas

As diferentes formulagcdes de queijo Minas foram avaliadas quanto a
composicdo centesimal (umidade, proteina e gordura), pH, atividade proteolitica,
presenca de acidos organicos e aos compostos bioativos. Com excecdo da
composi¢ao centesimal, todas as andlises foram realizadas nos dias 1, 7 e14 dias de
estocagem refrigerada.

a) Composicao centesimal, andlise de pH e atividade proteolitica

Os parametros de composicdo nutricionais avaliados foram umidade, gordura
e proteina de acordo com os métodos oficiais (BRASIL, 2006). A umidade foi
determinada por gravimetria (secando 5g da amostra a 100-105° C por 24 horas). A
gordura foi determinada pelo método de Gerber e a proteina quantificada pelo método
Kjeldahl (em duplicata), multiplicando em seguida o teor de nitrogénio pelo fator 6,38
(AOAC International, 2006).

A medicao de pH foi realizada utilizando um medidor de pH digital (Digimed,
Piracicaba, Brasil), com a insercdo do eletrodo diretamente nas amostras. E a

protedlise foi determinada por reacdo com solucdo reativa (reagente o- ftalaldeido,
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OPA) e quantificacdo dos aminoacidos e peptideos liberados pelas culturas lacticas
apos absorcédo de OPA a 340 nm (DANTAS et al., 2016).

Compostos bioativos

A atividade antioxidante das amostras de queijo foi determinada através da
metodologia descrita por Ferreira et al. (2019), mediante capacidade redutora do 1,1
— difenil- 2- picrilhidrazil (DPPH). A inibicdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA) foi avaliada conforme metodologia proposta por Ayyash et al. (2018) e Cappato
et al. (2018). Enquanto a inibicdo das enzimas a-amilase e a— glucosidase foi
determinada de acordo com a metodologia descrita por Ayyash et al. (2018) e Ferreira
et al. (2019).

Acidos organicos

A producéo de acidos organicos (lactico e acético) e concentracdo de lactase
foram verificadas mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando
coluna Aminex X-87H (300 mm Rad 7.8 mm.) e coluna de guarda contendo cartuchos
H * descartaveis a 65 °C (Laboratorios Bio- Rad, Richmond, CA, EUA). A fase movel
foi &cido sulfarico (0,009 mol/L), previamente diluido em agua ultrapura (Sistema Milli-
Q, Millipore Corporation, Billerica, MA) em seguida filtrado e desgaseificado através
de um filtro de membrana 0.45 mm (Millipore, Merck, Sao Paulo). A vazao sera de 0,6
mL/min e a detecg¢do UV-VIS (Laboratérios Bio- Rad, Richmond, CA, EUA) realizada
em 220 nm, com injecdo de volume de 25 uL. Preparados padrées de acidos lactico
e aceético, os picos cromatograficos foram integrados utilizando o software Millenium
(Scientific Equipment Source, Oshawa, Canada) segundo metodologia descrita por
Dantas et al. (2016).

5.2.4- Atividade antibacteriana in vitro

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana dos queijos probidticos foram
utilizadas as seguintes cepas patogénicas como culturas indicadoras: Escherichia coli
ATCC (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) e Salmonella enterica (S. enterica),
todas provenientes de isolados clinicos. Neste estudo, a cepa néo patogénica Listeria

inoccua (L. inoccua) foi utilizada como substituta da Listeria monocytogenes. A
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metodologia utilizada foi conforme descrita por Larosa et al., (2005), sendo realizada
em trés etapas.

1- Ativacao das bactérias: As cepas foram ativadas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI, Acumedia® 7116A) a 37°C durante 24 horas, sendo posteriormente coradas por
Gram, para que fosse avaliada a precisdo através da avaliagcdo microscopica. Em
seguida, foram transferidas para placas de Petri com diferentes composicfes de agar.
Para E.coli - agar MacConkey Sorbitol (Acumedia®), L. inoccua - Oxford Selective
Listeria (Merck®), S. aureus - Agar seletivo Baird-Parker (Merck®) e S. entérica- agar
Salmonella-Shigella (SS). Sendo realizada em triplicata.

2- Preparo das colbnias patogénicas: Utilizando a escala nefalométrica de
McFarland (densidade optica de 0,5), a concentracao das bactérias patogénicas foi
ajustada para 108 UFC/mL.

3- Ensaio de atividade antibacteriana: Extratos de queijos probiéticos foram
preparados pesando-sel g dos queijos de QC, QlI, Qll e Qlll + 9 ml de &gua peptonada.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas em vértex a 10.000 x g por 20 min. a
4°C, ajustadas quanto ao pH (com NaoH) e filtradas com filtro de poro 0,22mm. Com
o auxilio de um swab, as amostras das culturas indicadoras foram semeadas por
spread plate (espalhamento) em placas de Petri contendo agar Mueller Hinton, . Em
seguida, os extratos dos queijos probidticos (30 uL) foram inoculados em quatro pogos
equidistantes e, na sequéncia, as placas foram incubadas a 37° C por 24-48 h para

posterior observacéo da presenca de halos de inibicdo (medidos com halémetro).

5.2.5- Anédlise estatistica:

Todo os processamentos ocorreram em triplicata experimental e no minimo,
duplicata analitica. Os resultados foram avaliados através de Andlise de Variancia
pelo sistema de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo Teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade e os dados processados e tabulados pelo
Software XLSTAT 2019.2.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Viabilidade e sobrevivéncia de W. coagulans ao trato gastrointestinal

A viabilidade bacteriana é uma condi¢cdo essencial para que os efeitos benéficos,
associados ao seu consumo sejam observados (HILL et al., 2014). Na figura 3 é possivel
verificar as contagens microbianas durante a vida util do queijo Minas Frescal em
temperatura de refrigeracdo por 14 dias (grafico A), assim como a sua sobrevivéncia
durante a passagem pelo trato gastrointestinal (gréfico B).

W. coagulans apresentou boa sobrevivéncia e tolerdncia as condicdes
gastrointestinais durante todo o tempo de armazenamento. A sobrevivéncia dos probidticos
demonstrou ser constante e proporcional a quantidade de probidticos adicionado nas
amostras com variacao entre 6,12-6,71; 7,34-7,89; 8,12-8,56 e 8,02-6,12, 7,15-7,77 e 8,10-
8,52 log UFC/g para QI, Qll e Qlll, respectivamente,(p>0,05).

Este resultado confirma que o queijo Minas frescal € uma excelente matriz alimentar
para manter a viabilidade probidtica e proteger contra condi¢cdes adversas do trato
gastrointestinal. Adicionalmente, ratifica a resisténcia de W. coagulans a &cidos e sais
biliares descrita na literatura (DRAGO E VECCHI, 2009; CAO et al, 2020).
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Figura 3 - Gréfico A: Viabilidade de W. Coagulans GBI-30. Gréfico B: Sobrevivéncia ao GIT
de W. Coagulans GBI-30.
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Ademais, os queijos adicionados de W. coagulans possuem caracteristicas de
produto probidtico, uma vez que pela legislacdo, a concentracdo exigida é de 10° a 10’
UFC/g ou mL no alimento (ANVISA, BRASIL, 2008), durante o seu tempo de
armazenamento até a sua ingestédo pelo consumidor, sendo a adicdo de W. coagulans uma
interessante estratégia para o desenvolvimento de um queijo funcional.

Endres et al., (2009), avaliaram a seguranca toxicologica do uso de W. coagulans
por humanos. Verificou-se que doses de até 11 log UFC/g deste micro-organismo séo
seguras e bem toleradas em individuos de 70 kg, o que refor¢a que todos os tratamentos
dos queijos deste estudo podem ser considerados produtos probidticos confiaveis para o

consumidor.

6.2- Composicao centesimal

Na Tabela 1, constam os valores da composicdo média fisico-quimica dos
queijos. De acordo com os dados obtidos, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre os tratamentos quanto aos teores de umidade, gordura e proteina que estdo em
conformidade com os valores estabelecidos pela legislacdo vigente para queijo Minas
(BRASIL, 1997).

Tabela 1 — Composi¢aofisico-quimica dos diferentes tratamentos de queijos Minas Frescal ao
longo do tempo de armazenamento

Determinacao QcC Ql Qll Qlll

Umidade (%) 66,3 +1,212 66,1+1,112 66,9 +1,09° 65,9 £ 1,062
Gordura (%) 15.7-& 1;112 15,6 £1,022 15,8 +1,21° 15,311,092
Proteinas (%) 16,3 £ 1,022 16,2 £1,232 16,1 +1,15° 16,5 + 1,082

Onde letras iguais na mesma linha indicam que ndo existe diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia
(p>0,05). Valores médios resultantes de triplicatas com os respectivos desvio padr&o.

Reitera-se que processo de elaboracdo do queijo foi 0 mesmo para todos os
tratamentos, variando-se apenas a concentracdo da bactéria  W. coagulans
adicionada. Portanto, tais resultados indicam que o probiético ndo exerceu atividade
significativa sobre os principais componentes do queijo e, consequentemente, ndo
alterou os aspectos nutricionais do produto. Da mesma forma, Dantas et al., (2016),

Cordeiro et al., (2021) e Silva et al., (2021) reportaram que o queijo Minas frescal n&o
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teve a sua composicao afetada pelas cepas probidticas Lactobacillus casei Zhang,

Lactococcus lactis NCDO 2118 e Bifidobacterium animalis, respectivamente.

6.3- Acido Léatico, Acido Acético e Lactose

W. coagulans € uma bactéria hetero fermentativa capaz de produzir acidos
organicos, como latico e acético ao fermentar a lactose (ALTUN; ERGINKAYA,2021).
Na figura 4 estéo ilustrados os resultados dos ensaios de HPLC. Os resultados
apontam que a producao destes acidos foi constante e diretamente proporcional a
adicdo da cepa probidtica (graficos A e B). Além disso, observa-se um declinio da
concentracdo de lactose e queda dos valores de pH dos queijos experimentais
(graficos C e D) a medida que a populacdo de micro-organismos na matriz alimentar
aumentou, indicando que as bactérias probidticas se apresentavam metabolicamente
ativas (p<0.05).
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Os &acidos organicos produzidos por W. Coagulans conferem beneficios a
salude humana por transformarem o ambiente intestinal em um meio acido
inapropriado para o desenvolvimento de cepas bacterianas patogénicas (FARAG et
al, 2020; FIJAM;CONIL, 2023; ZANG et al, 2023). Além disso, diversos estudos
relatam que o acido latico possui a capacidade de promover reparo de células
epiteliais do intestino, sendo o consumo deste produto probidtico de grande proveito
para o tratamento de desordens do trato digestorio (CAO et al., 2020; MARK et al.,
2016; VAN DER POL et a.l, 2016). No entanto, a producdo aumentada de acido
acético pode conferir caracteristicas sensoriais desagradaveis, sendo necessaria a
realizacdo de pesquisas futuras voltadas para a percepcéo sensorial desse produto

pelo consumidor.

6.4- Compostos bioativos

As proteinas lacteas sdo consideradas uma das principais fontes de peptideos
bioativos na nossa dieta (KORHONEN; HANNU, 2009). Estas moléculas séo liberadas
através da hidrélise da caseina do leite por acdo enzimatica, fermentacédo e maturacdo. O
uso de culturas adjuntas, ou seja, cepas bacterianas com propriedades proteoliticas, na
fabricacdo de queijos tem sido utilizado devido a sua capacidade de acentuar a producao
destas substancias biologicamente ativas (BAPTISTA et al, 2018).

Segundo KELLER (2019) e ZANG (2023), W. coagulans possui enzimas
proteoliticas que promovem a quebra de proteinas em moléculas peptidicas menores e
aminoacidos livres, podendo favorecer a formacao de peptideos bioativos.

A producéo de peptideos bioativos analisada no estudo esta representada na figura
5, compreende: Gréfico A- Atividade antioxidante (DDPH), grafico B - atividade inibitoria da
Enzima Conversora de Angiotensina/anti-hipertensiva (ACE) e nos graficos C e D- efeito
antidiabético (enzimas alfa-amilase e alfa glucosidase). Pode-se observar que os queijos
probioticos (QI, QII e QIlll) apresentaram valores mais elevados de DDPH, ACE e de alfa-
amilase/ alfa glucosidase, quando comparados ao queijo convencional (QC), demonstrando
significativa atividade proteolitica da cepa probidtica. Além disso, ao longo do periodo de
estocagem refrigerada, houve um aumento na concentracdo dos peptideos bioativos
proporcionalmente a concentracao das bactérias probioticas na matriz alimentar (QIlI> QII

> QI) e, isto pode ser observado no gréfico pela inclinacdo das retas. Enquanto no queijo
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sem probiotico — controle (QC) a reta se manteve estavel (p < 0.05) durante os 14 dias.

Estes dados também sdo confirmados pela elevacdo da reta da protedlise (grafico E),

concluindo que ha atividade metabdlica de W. coagulans ao longo da validade comercial .
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Protedlise nos queijos controle e probidticos.

6.5- Atividade antibacteriana in vitro

Os beneficios terapéuticos de W. coagulans também estdo relacionados a sua

capacidade de produzir compostos antimicrobianos, principalmente contra bactérias

Gram-positivas patogénicas e com grandes implicagdes na transmissdo de doencas

veiculadas por alimentos (DVA), como S. aureus, E. coli, S.

enterica e L. inoccua

(ALTUN; ERGINKAYA, 2021; CAO et al., 2020).
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Na tabela 2 estdo inseridos os dados da atividade antibacteriana de W.
coagulans contra a proliferacdo das cepas patogénicas através da afericdo do diametro
das zonas (halos) de inibicdo em meios de cultura adicionados com os extratos dos
queijos experimentais (QC, QI, Qll e Qlll). Segundo PURUTOGLU (2020), as zonas de
inibicdo < 2 mm estédo associadas a uma atividade inibidora fraca, 2—5 mm a atividade

meédia e > 5 mm para alta inibicdo de patégenos.

Tabela 2: Atividade antibacteriana dos queijos probioticos.

Halos de inibicdo (mm)

S. aureus E. coli S. enterica L. inoccua
Qc 0,1-0,15 0,1-0,15 0,1-0,15 0,1-0,15
Ql 0,6-1,2 0,6-2.4 0,6-1,1 0,6-1,2
Qll 0,6-1,8 1,8-2,4 1,2-1,8 1,2-1,8
all 1,2-1,8 2,4-3 2,4 1,8

Foi possivel observar uma atividade antimicrobiana baixa contra as cepas de
S. aureus e L. inoccua, enquanto houve uma atividade média contra S. enterica e E.
coli (figura 6). Entretanto, a atividade antibacteriana foi acentuada conforme se
aumentou a concentracdo de W. coagulans, enquanto no QC, esta atividade se
apresentou irrelevante em ambos os ensaios de antagonismo. E importante destacar
gue neste estudo foi avaliada a atividade antimicrobiana do queijo e nao do micro-
organismo isolado.

L. inoccua

Figura 6: Meios de cultura para analise da atividade antibacteriana

de W. Coagulans contra cepas patogénicas.
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7- CONCLUSAO

Conforme mencionado anteriormente, o mercado de alimentos funcionais
probidticos € uma area de grande interesse pela industria de alimentos devido a
ampla divulgacao dos seus beneficios a saude pela comunidade cientifica, O uso do
gueijo como transportador de bactérias probioticas apresenta vantagens, como: Matriz
alimentar favoravel ao desenvolvimento das bactérias e possibilidade de
diversificacdo da oferta de produtos, que atendam ao interesse dos consumidores,
pela industria leiteira. O uso de espécies de Bacillus (com destaque para o género
reclassificado taxonomicamente como Wezmannia em 2020) em alimentos funcionais
probiéticos estd se expandindo rapidamente com o aumento do nimero de estudos
que demonstram seus efeitos como promotores de salde, estimulacdo imunolégica e
atividades antimicrobianas .

Neste estudo, percebemos que cepas de W. coagulans GBI-30 apresentaram-
se como potencial op¢ao para fabricagdo de queijo Minas Frescal, pois ndo geraram
alteracdes em seus aspectos nutricionais, além de contribuirem para a formacao de
peptideos com atividades biolégicas, que sdo moléculas de grande relevancia para a
saude humana, oriundas do consumo de queijos. Também podemos observar que a
guantidade adicionada de cepas de W. coagulans nos diferentes tratamentos (QI, QII
e QIll) foi satisfatoria para a producdo de produtos classificados como probiéticos,
segundo a legislacéo (10% a 107 UFC/g ou mL no alimento), mesmo durante o tempo
de armazenamento e passagem pelo trato gastrointestinal. Confirmando o beneficio
da utilizacédo de bactérias formadoras de esporos no processamento de queijos.

De forma interessante, W. coagulans demonstrou importante atividade
antibacteriana quando adicionado em queijo Minas frescal, pois contribuiu para o
aumento da producao de acidos organicos (latico e acético) e consequente queda do
pH, o que dificulta a proliferacédo de bactérias deterioradoras na matriz alimentar e, no
ambiente intestinal, contribui para uma exclusdo competitiva de bactérias patogénicas.
Ademais, apresentou importante efeito antagonista a proliferacdo de bactérias
causadoras DVAS (principalmente conta Salmonella e E. coli) .

Portanto, a utilizacdo de W. coagulans GBI-30 em queijo Minas frescal possui
diversas vantagens, pois € um produto de grande consumo no Brasil, considerado um
alimento tipico da regido sudeste e de valor mais acessivel, frente as diversas opgdes

de queijos. Além disso, estudos com W. coagulans ainda sao escassos em lacteos no
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Brasil, sendo assim, esta pesquisa também tem o intuito de incentivar a producao de
novos produtos alimenticios empregando como inovacdo a adicdo de cepas
formadoras de esporos, uma vez que sua resisténcia e contribuicdo para a saude

humana séo reputadas.

8- DESENVOLVIMENTO:

Durante a primeira etapa do desenvolvimento do trabalho foi realizada a revisao
de literatura que resultou na elaboracdo de dois artigos técnicos. Ambos publicados
no periodico técnico-cientifico que pertence ao Departamento de Alimentos do
Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ),
intitulados: Beneficios conferidos a saude através do consumo de queijos probidticos;
Bactérias esporuladas probidticas em produtos lacteos: Caracteristicas tecnoldgicas
e beneficios a saude.

Neste momento, apds concluida a etapa experimental do trabalho, encontra-
se em elaboragéo o artigo cientifico experimental com o objetivo de publicagdo no
periodico internacional Food Microbiology, cujo titulo é: Minas cheese with different
concentrations of wezmannia coagulans: Physical, chemical and microbiological

aspects.
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BENEFICIOS CONFERIDOS A SAUDE ATRAVES DO CONSUMO DE
QUEIJOS PROBIOTICOS

Thais Cristina Mendes da Silva?, Marcia Cristina Silva?, Adriano Gomes da Cruz?
2 Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ),
Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

RESUMO

O mercado de alimentos funcionais apresenta um intenso crescimento no
Brasil, com destaque para os produtos probidticos, que atraem cada vez mais a
atencdo dos consumidores e do setor alimenticio. Os beneficios dos probidticos
foram observados desde a década de 1970, porém, atualmente ja se sabe que suas
vantagens vao além da salde intestinal, tendo importante papel na melhora do
sistema imune, doencas respiratdrias, atdpicas, urogenitais, assim como atenuagdo
de doengas inflamatorias e metabdlicas. O consumo de queijos é um habito comum
entre os brasileiros, sendo também este produto de grande importancia econdémica
e social em regides do pais. Além disso, 0 queijo apresenta uma matriz alimentar
valiosa para a introducdo de bactérias probi6ticas, quando comparado com outros
produtos lacteos, pois favorece a sobrevivéncia destes micro-organismos.
Associado a isto, diversos estudos experimentais, descrevem reais efeitos
terapéuticos observados com o consumo de diversos queijos probioticos, em
modelos animais e humanos. Sendo assim, o presente trabalho, tem como objetivo
a revisdo de dados da literatura que demonstrem os beneficios conferidos a satde

ao serem consumidos queijos probioticos.

Palavras-chave: Probioticos; Queijo probiotico; Beneficios a saude.


https://revistascientificas.ifrj.edu.br/index.php/alimentos/issue/view/109

1. INTRODUCAO
O consumo de alimentos fermentados é de grande importancia na nossa
alimentacdo. Desde a ancestralidade, se utiliza esta técnica como meio de
conservacao de alimentos e para a obtencdo de texturas e sabores mais agradaveis,
por meio da agdo de micro-organismos ou de suas enzimas isoladas. Uma outra
vantagem, € a modificacdo das propriedades dos alimentos, facilitando a sua
digestdo (Antunes & Bogsan, 2021).

Sendo conduzida em ambiente fisico-quimico adequado (pH, temperatura,
disponibilidade ou ndo de oxigénio), as fermentacdes resultam em alimentos
seguros para 0 consumo humano. Atualmente, tem se observado uma grande
valorizagdo mundial dos alimentos fermentados, pois devido a presenca de ecologia
microbiana e da producdo de metabdlitos durante o processamento, 0 consumo
destes, apresentam beneficios a saude. Uma especial énfase é dada, pelos
consumidores, para os alimentos funcionais com caracteristicas probidticas
(Antunes & Bogsan., 2021).

O mercado brasileiro de alimentos funcionais representa cerca de 15% do
setor alimenticio, com um crescimento anual estimado de 20%. Tendo destaque 0s
produtos probidticos, pois representam cerca de 70%. O interesse e a familiaridade
do consumidor com o termo “probiodtico” vém aumentando, o que gera também um
crescente impeto pela pesquisa e producdo destes itens. Os principais produtos
alimenticios que contém probidticos, atualmente, sdo os lacteos, como leites

fermentados e iogurtes (Corassin et al., 2017).

2. PROBIOTICOS
O trato gastrointestinal é o local mais habitado por micro-organismos no
corpo humano. Essa microbiota é um ambiente dinamico que varia com o decorrer
do tempo, podendo ser influenciada por diversos fatores extrinsecos (como estilo
de vida, alimentacdo, uso de medicacdes e patologias), intrinsecos (idade, fatores
genéticos, sistema imunoldgico, entre outros) e ambientais, sendo o desequilibrio

deste ecossistema chamado de disbiose (Amigo et al., 2022).

O primeiro conceito de probi6ticos foi dada em 1974 por Parker, onde foram

definidos como "organismos e substancias que contribuem para o equilibrio
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microbiano intestinal” (Parker,1974), contudo o termo substéncias foi refinado
mais tarde por Fuller (1989), que reclassificou os probi6ticos como "um suplemento
de alimentacdo microbiana viva que afeta beneficamente o animal hospedeiro,

melhorando seu equilibrio microbiano intestinal™ (Amigo et al., 2022).

Por fim, sendo descoberto também a presenca de efeitos benéficos dos
probidticos a nivel extra intestinal, o conceito foi expandido e atualizado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela Organizacao das Nacdes Unidas para
a Alimentacdo e Agricultura (FAO), para " micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio de salde ao
hospedeiro™ (FAO/OMS, 2002; correcao gramatical em Hill et al., 2014). Neste
sentido, a viabilidade das bactérias € o que ira proporcionar as vantagens a saude.

Pela legislacdo brasileira, a contagem de bactérias probiéticas na ordem de
105 — 10® UFC/g no produto final é considerada quantidade terapéutica em
alimentos processados, devendo ser consumidos uma dose diaria de 100 g ou 100
ml (Pimentel et al., 2020) (ANVISA, 2008). Os géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium sdo os mais utilizados, devido a sua seguranca e eficacia, mas o
emprego de Saccharomyces, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus,
Roseburia, Akkermansia, Propionibacteriume Faecalibacterium sdo promissores
para o futuro (Amigo et al., 2022 and Soares, et al., 2019).

Estudos recentes demonstram que certas cepas probioticas apresentam
efeitos nos locais em que germinam e a distancia, através da producdo de
metabolitos, evidenciado intera¢fes entre o intestino, o sistema nervoso entérico e
sistema nervoso central (Amigo, Arruda, et al., 2022).

Como protecdo ao trato gastrointestinal, as bactérias probidticas
influenciam a produc¢éo de mucina, que atuam na lubrificacdo e protecdo epitelial,
reduzindo entdo a colonizacdo por patogenos. Regulam também a expressao das
junc@es intercelulares entéricas, o que interfere na permeabilidade celular e a
integridade da barreira epitelial (Amigo, Arruda, et al., 2022). No meio cientifico,
ja é bem descrito que a importancia do intestino vai aléem da funcdo digestiva,
assumindo um relevante e significativo papel imunoldgico, uma vez que a parede
do intestino é responsavel pela selecdo da entrada de nutrientes e ndo nutrientes no
organismo (Pereira et al., 2020). Outros beneficios a saide humana, retratados pelo

uso de probioticos sdo contribuigdes para o tratamento de doencas respiratorias,
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atépicas, urogenitais, combate a hipertensdo e hipercolesterolemia, controle de
doencas inflamatdrias intestinais e alergias alimentares, assim como protecdo
contra o cancer de colon e bexiga, osteoporose (Ranadheera et al., 2010).

No Brasil, a Resolugdo RDC 241/2018 da ANVISA regulamenta o uso de
probioticos em alimentos. Sendo avaliados trés elementos principais: Comprovacao
inequivoca da identidade da linhagem do micro-organismo, de sua seguranca e de
seu efeito benéfico. Ademais, sdo averiguadas informacGes sobre a existéncia de
status GRAS (Generally Recognized as Safe) para a linhagem ou QPS (Qualified
Presumption of Safe) para a espécie do micro-organismo (BRASIL, 2018 e
Pimentel, et al., 2020).

3. IMPORTANCIA DO QUEIJO NO BRASIL

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
queijo € definido como o produto fresco ou maturado obtido por separacédo parcial
do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado) ou
de soros lacteos, que passa por processo de coagulacgdo, através de acidos organicos
ou enzimas de bactérias especificas, podendo ser combinados ou ndo. Podem ser
adicionados de substancias alimenticias, tais como: Especiarias, condimentos,
aditivos, substancias aromatizantes e corantes. S&o classificados como frescos ou
maturados e divididos de acordo com o0 processo de obtencdo da massa,
aquecimento da coalhada, teor de gordura no extrato seco e teor de umidade, sendo
estes dois ultimos parametros regulamentados pelo MAPA- Portaria 146/96
(BRASIL,1996).

Historicamente, o habito de consumir queijo foi trazido pelos portugueses, que

ainda no século XVI fundaram diversas queijarias no pais para atendimento da

propria demanda, sendo posteriormente adotado este consumo pelos nativos.
Atualmente no Brasil, existem queijos tipicos nacionais e outros inspirados
em queijos do exterior. De acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias de
Queijo (ABIQ), a producdo dos queijos nacionais se adaptou as condigdes regionais,
tais como oferta de bacias leiteiras e preferéncias da populagéo local (Perry, 2004).
O queijo minas é um tipico queijo brasileiro, que apresenta grande importancia
econbmica e social principalmente no sudeste do pais, além de apresentar prestigio

internacional, uma vez que alguns tipos apresentam premiacdes internacionais de



grandes eventos do ramo (Machado et al., 2004).

O queijo € um alimento com indmeras formas de obtencédo e por isso com
uma ampla variedade disponivel no mercado. Tem relevante valor nutricional na
dieta do brasileiro, por ser étima fonte de proteina e rico em calcio, fésforo e
vitaminas, além de apresentar valores variados, atendendo os diversos publicos
(Corassin et al., 2017). Também é um produto versatil, que atende a abundantes
paladares e faixas etarias. Devido a essa flexibilidade, o queijo oferece
oportunidades para enumeras estratégias de marketing, com destaque para a
producdo de queijos com a inclusdo de bactérias probi6ticas, que vem ganhando
espaco na industria de alimentos (Cruz et al., 2009).

Em relacdo aos outros produtos lacteos, como iogurtes e leites fermentados,
0 gueijo se apresenta como uma valiosa alternativa devido a sua composicao, pois
sua matriz alimentar cria um tampé&o contra o ambiente &cido gastrico, protegendo
as bactérias probioticas durante o processo de digestdo, associado a isto o teor
relativamente alto de gordura do queijo, pode favorecer a sobrevivéncia das
bactérias no ambiente acido do estdmago (Corassin et al., 2017). Ademais, uma
vantagem tecnoldgica conferido ao queijo adicionado de cepas probidticas é a
producdo de acidos organicos (como acético e latico) através da fermentacdo da
lactose, resultando em um produto com pH mais baixo, que é benéfico para a
estabilidade microbioldgica do produto e gera aumento do prazo de validade, sendo
particularmente interessante para a producdo de queijos ndo maturados. Contudo,
devido ao aspecto sensorial, deve ser ter atencdo ao contetido &cido (Sperry et al.
2018).Naturalmente sdo utilizadas culturas iniciais de bactérias lacteas para a
producdo de queijos, porém ndo possuem a caracteristica de se desenvolverem no
trato gastrointestinal, ndo conferindo propriedades funcionais ao alimento
(Elshaghabee et al., 2017). Na tabela 1, podemos observar as principais cepas

consideradas probidticas na utilizadas na produgéo de queijos.

4. BENEFICIOS CONFERIDOS A SAUDE DE QUEIJOS PROBIOTICOS

O maior desafio associado a aplicacdo de culturas probioticas no
desenvolvimento de alimentos funcionais € a manutengéo da viabilidade durante o

processamento. Contudo, diversos estudos experimentais, puderam observar uma
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boa adaptacgdo destes micro-organismos em queijos, ndo trazendo também prejuizos

aos aspectos sensoriais e a textura deste produto (Cruz et al., 2009).

Tabela 1. Principais cepas utilizadas na fabricagédo de queijos probidticos

LACTOBACILLUS BIFIDOBACTERIU OUTROS
M
L. acidophillus B. animalis Enterococcus faeccalis
L. caseli B. animalis ssp. lactis E. faecium
L. casei ssp. pseudoplantarum B. breve Lactococcus lactis
L. casei ssp. rhamnosus B. infantis Leuconostoc paramesenteroides
L. delbrueckii ssp. lactis B. lactis P.freudenreichii ssp. shermanii
L. grusseri B.longum Streptococcus thermophilus
L. paracasei
L. plantarum

L. rhamnosus

Fonte: Castro et al., 2015

Além do queijo representar uma boa matriz alimentar, j4 sdo descritas diversas
vantagens a salde devido ao consumo de cepas probioticos em queijos. Ahola et al. (2002), ao
avaliar a oferta de queijo Edam probiédtico contendo Lactobacillus rhamnosus LC705 e L.
rhamnosus GG ATCC53103 sobre o prevaléncia de carie dental, conclui que com o consumo
deste produto poderia reduzir o risco de tal infeccdo, porém ndo observou interferéncia na
populagéo microbiana salivar. Ainda sobre a mucosa oral, um estudo de Hatakka et al. (2007)
em que se foi verificado o efeito do consumo de queijo Edam probiotico (composto por L.
rhamnosus GG e LC705, Propionibacterium freundenreichii spp. Shermani JS) na candidiase
oral em idosos, concluiu-se que as estas bactérias influenciaram a composigdo salivar
(especialmente na concentracdo de mucinas e imunoglobulinas salivares), podendo ser utilizado

para o tratamento de hiposalivacéo e sensacdo de boca seca, trazendo beneficios para a satde
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bucal.

Lollo et al. (2015), verificou a interferéncia do consumo de queijo minas frescal
probidtico (com cepas de Lactobacillus acidophilus LA 14 e Bifidobacterium longum BL 05)
em parametros de hipertensdo em ratos, tendo observado que a ingestéo continua de 20g durante
15 dias, foi capaz de atenuar o desenvolvimento de hipertensdo, além de melhorar o perfil
lipidico sanguineo, sendo resultados compativeis com dados obtidos anteriormente utilizando
outras matrizes alimentares. Este efeito observado, pode-se associar a acdo proteolitica do
probidtico em proteinas do leite (caseina e proteinas do soro), gerando peptideos bioativos que

podem diminuir a ocorréncia de pressao elevada.

Sperry et al. (2018), em seu estudo duplo-cego randomizado com mulheres adultas e
idosas, hipertensas e com excesso de peso, verificou os efeitos da oferta de queijo minas frescal
probidtico, com Lactobacillus casei-01, sobre os indices hematoldgicos e metabolicos. Tendo
como resultados que a oferta de 50 g por 28 dias consecutivos, foi capaz de melhorar o perfil
lipidico das participantes (diminuicdo do Colesterol total, LDL e triglicerideos e aumento de
HDL), sendo atribuido este efeito a ligagdo do colesterol a superficie probidtica e incorporacdo
em sua membrana celular, assim como a producdo de &cidos graxos de cadeia curta pela
microflora intestinal. Corroborando com o achado de Lollo et al. (2015) em animais, neste
estudo, também foi possivel verificar beneficios do consumo de queijo probidtico na atenuagédo

da pressao arterial sistélica e diastolica em humanos.

Outro achado relevante em estudo animal de Martins et al. (2018), foi a relacdo do
consumo frequente de queijo prato probidtico, contendo Lactobacillus casei-01, ter
desempenhado importante papel na inibicdo do crescimento de calculo em modelo experimental
de ureterolitiase, uma vez que diminui o peso e o tamanho do calculo. Sendo justificado pela
presenca de probidticos no limen intestinal aumentar a degradacdo de oxalato de célcio pela

microbiota, diminuindo a passagem pelos rins e sua precipitacao de cristais.

Vasconcelos et al. (2019), com o objetivo de avaliar a capacidade anti- inflamatoria de
probiédticos investigou as vantagens conferidas do consumo frequente de queijo prato probidtico
(Lactobacillus casei-01), para a protecdo dos danos gerados pela exposicéo frequente a fumaca
de cigarro em modelo animal (ratos). Tendo como concluséo, que a ingestdo deste alimento
funcional foi capaz de reduzir o estresse oxidativo nos pulmdes, intestino e figado, assim

promover um menor aspecto inflamatério nos pulmdes.

J& Cordeiro, et al. (2021), recentemente utilizou para a producdo de queijo Minas
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Frescal, Lactobacillus lactis, bactéria gram-negativa conhecido por seu crescimento rapido e
metabolismo simples, especificamente a cepa NCDO 2118, que em estudo com ervilhas
congeladas demonstrou anteriormente, atividade anti- inflamatéria e imunomoduladora
especificamente em doencas inflamatdrias intestinais. Em seu experimento com ratos
portadores de Colite ulcerativa, foi possivel comprovar estes beneficios também com a oferta
de queijos, uma vez que o consumo foi capaz de aliviar o aspecto inflamatério da doenga,

tanto em nivel estrutural quanto intracelular.

Na figura 1, pode ser observado resumidamente as vantagens conferidas a saude do

consumo diversos queijos probidticos e os seus respectivos achados na literatura.

Prato Edan

Lactobacillus lactis NCDO 2118

Minay @ / VA Lactobacillus casei-0 K ‘ B 2 Lactobacillus casei-01
ol ) ml Alvio da severidade da infla g |
magho na Colte Ukerathva em A I\
modelo animal, {/\« O
‘ La:toba:n‘us casel-01 Diminuigdo do peso e do Em modelo animal
tamanho do calculo re- expostos & fumaga de + Lactobacillus rhamnosus LC705 e « L, thamnosus GG e LC705;
[\ Lactobacius acidophils LA 14; }j i em modelo animal “%m@}o - + L. rhamnosus GG ATCC53103, . (P;‘OD!\:J';IN(‘\CHUM freundenrei-
[+ Bifidobacter ™ 7 I $PP.
|+ Bifidobacterium longum BL 05. Melhora do perflipidico onidative nos pulmdes, | + E Shermani J5.
V\ Diminuigdo da pressdo distlica Intestino e figado em {l
“ | Retardo do desenvolvimento de ¢ diastdlica em mulheres HAS ¢ fato, I
hipertensdo e methora do perfil Sobrepeso Diminuicdo do aspecto Prevenc h e
lipidico em modelo animal, inflamatério nos LA ch e i anes Y
pulmes, Tratamento de hiposalivaco e boca

seca em humanos

Figura 1 .Queijos Probioticos e Benficios do seu consumo

5. PERSPECTIVAS

A utilizacdo de queijos probidticos tem se mostrando uma opgéo valiosa para a industria
de lacteos funcionais, pois diversifica 0 mercado e atende um maior grupo de consumidores,
visto que apesar de ja serem conhecidos uma gama de vantagens a salde, ainda sdo poucas as
opcOes de alimentos com caracteristicas probidticos disponiveis atualmente.

No entanto, pela ampla variedade de queijos disponiveis e pela diversidade de métodos
produtivos, muitos estudos sd0 necessarios, principalmente para se entender o
comportamento das culturas de bactérias nos diversos tipos de queijos disponiveis, assim como
intensas analises sensoriais para se verificar o que melhor atende as expectativas do publico,

que é cada vez mais exigente.
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Por fim, neste levantamento bibliogréafico pode ser percebido que ainda sdo escassos 0s

estudos experimentais em humanos, sendo uma area promissora para cientistas de alimentos.
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BACTERIAS ESPORULADAS PROBIOTICAS EM PRODUTOS LACTEOS:
CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS E BENEFICIOS A SAUDE

Thais Cristina Mendes da Silva?, Maria Cristina da Silva?, Adriano Gomes da Cruz®

qnstituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Departamento

de Alimentos

RESUMO:

O crescimento da producao de alimentos com caracteristicas funcionais é notorio no Brasil,
tendo um importante destaque para os produtos probidticos (cerca de 70% dos produtos
disponiveis). A grande énfase da utilizacdo destes micro-organismos entre os alimentos
funcionais deve-se a sua capacidade de manter a integridade intestinal e reestabelecer o
equilibrio da microbiota natural dos individuos. No contexto atual, ha uma lista limitada de
géneros utilizados no desenvolvimento de produtos, sendo os Bifidobacterium e Lactobacillus
a maior parte das cepas manuseadas, que apesar de possuirem eficacia comprovada, sao
pouco tolerantes aos processos produtivos de lacteos. Neste sentido, um tema relevante em
tecnologia de alimentos é a utilizacdo de cepas de Bacillus com propriedades probioticas
reivindicadas (PB) na industria de lacteos. Os enddsporos sdo capazes de sobreviver em
situacOes extremas e em ambientes considerados letais as bactérias probidticas tradicionais,
sendo resistentes tanto as etapas de producdo quanto as condic¢Ges do trato gastrointestinal.
Além de conferirem beneficios a salde, tais como atividade antioxidante, antimicrobiana,

apoio a digestdo e a imunidade do organismo humano.

Palavras-chave: Probioticos; Bacillus com propriedades probioticas reivindicadas; aspectos

tecnoldgicos de probioticos esporulados.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o Brasil vem apresentando grandes transformagdes sociais, entre
elas a diminuicdo da pobreza e exclusdo social, afetando diretamente a saude e a alimentacao
da populagcdo. Com a melhoria do acesso aos alimentos, a implementacao de érgdos voltados
para assisténcia alimentar e nutricional e a instalacdo de politicas publicas, podemos observar
uma diminuicdo da fome e uma maior preocupacao das instituicbes publicas no atendimento
das necessidades nutricionais dos brasileiros. Um grande avanco observado foi a inclusdo da
alimentacdo como sendo um direito social, através da Emenda Constitucional n°® 64, aprovada
em 2010, que introduziu no artigo 6° da Constituicdo Federal (Brasil, 2013).

No entanto, a sociedade brasileira pode vivenciar uma peculiar e rapida transicao
nutricional: passando de elevadas taxas de desnutricdo, na década de 1970 a uma grande
prevaléncia de excesso de peso e obesidade no inicio dos anos 2000 (Brasil, 2013).

Atualmente, com a pandemia de covid 19, a seguranca alimentar e a adequada oferta de
nutrientes tem sido o foco de muitos estudos pelo mundo, devido ao interesse em evitar o
crescimento ou agravo da obesidade e 0 avango das doencgas cronicas nao transmissiveis, além
de uma adequada alimentacao ser um fator determinante de uma boa imunidade (Ribeiro Silva
et al., 2020).

2. ALIMENTOS FUNCIONAIS:

Diante da preocupacdo com os problemas de salde, associado ao aumento da
expectativa de vida da populacdo e um crescente interesse pelos consumidores, de alimentos
produzidos e processados de forma sustentavel, seguros, naturais, frescos e de elevado valor
nutricional, os alimentos considerados promotores de salde ganharam notoriedade, surgindo
entdo o conceito de alimentos funcionais. Este termo foi inicialmente utilizado no Japéo, na
década de 1980, ganhando espago no mundo, conforme ocorriam mudangas na regulamentacao
dos alimentos e avancos nos estudos cientificos, comprovando a relagdo da composicéao da dieta
com a saude (Corassin et al., 2017).

Segundo Granato et al. (2017), alimentos com alegacao funcional sdo definidos como
sendo os alimentos industrialmente processados ou naturais que, quando consumidos
regularmente, dentro de uma dieta variada, apresenta efeitos positivos na saude, além dos

beneficios conferidos da nutri¢do basica. Para o estabelecimento desta propriedade, é necessaria
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a comprovacao da sua eficacia, por meio de ensaios clinicos controlados e provas experimentais
de seguranca (Assmann et al. 2014 e Granato, et al, 2020).

No Brasil, os alimentos funcionais representam cerca de 15% do mercado de alimentos,
com um crescimento anual estimado de 20%. Tendo os produtos com caracteristicas probidticas
um grande destaque, representando cerca de 70% dos produtos disponiveis (Corassin et al.,
2017). Ademais, os alimentos com potencial probidtico estdo na lista dos mais estudados e
buscados na literatura, desde a decada de 1990, junto aos produtos com caracteristica prebidtica

e poder antioxidante (Yeung et al, 2018).

3. PROBIOTICOS:

Historicamente, a associacdo da presenca de bactérias e beneficios a saude se deu em
1905, sendo descoberta pelo Bidlogo Nobel Russo Elie Metchnikoff. Atualmente, a industria
leiteira € o setor alimenticio que mais utiliza probio6ticos em sua producéo. O leite fermentado
e 0 iogurte sao os principais produtos onde os encontramos como ingredientes funcionais (Gao,
J. etal.,2021).

A grande énfase dos probidticos entre os alimentos funcionais deve-se a sua capacidade
de manter a integridade intestinal e reestabelecer o equilibrio da microbiota natural dos
individuos, destacando-se seu papel de impedimento da colonizagdo da mucosa intestinal por
microrganismos considerados potencialmente patogénicos. No meio cientifico, ja é bem
descrito que a importancia do intestino vai além da funcdo digestiva, assumindo um relevante
e significativo papel imunolégico, uma vez que a parede do intestino é responsavel pela selecdo
da entrada de nutrientes e nao nutrientes no organismo (Pereira et al., 2020). Na Figura 1,
podemos observar os mecanismos de acao dos probidticos no organismo humano.

A Associacao Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos (ISAPP), em revisdo
a defini¢do da FAO/OMS, 2002, caracteriza probidticos como “micro-0rganismos vivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro.
Sendo assim, a viabilidade das bactérias ¢ uma condi¢do fundamental para proporcionar tais
vantagens. Sendo descrito como a contagem de células em que se observa efeito na satde na
ordem de 10° — 108 UFC/g (Pimentel et al., 2020).

No Brasil, a ANVISA regulamenta o uso de probi6ticos em alimentos, através da
Resolugdo RDC 241/2018. A avaliacdo ocorre através de trés elementos principais:
Comprovacao inequivoca da identidade da linhagem do micro-organismo, de sua seguranca e

de seu efeito benéfico. Ademais, sdo averiguadas informacdes sobre a existéncia de status
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GRAS (Generally Recognized as Safe) para a linhagem ou QPS (Qualified Presumption of
Safe) para a espécie do micro-organismo (BRASIL, 2018 e Pimentel, et al., 2020).

No contexto atual, hd uma lista limitada de géneros sendo utilizados tanto na pesquisa
qguanto no desenvolvimento de produtos, sendo os Bifidobacterium e Lactobacillus a maior
parte das cepas probidticas manuseadas. Contudo, ha uma grande preocupacdo em relacdo a
utilizacdo destas no setor de alimentos: Apesar da eficicia dessas cepas serem mundialmente
conhecidas, a funcionalidade de um probiotico esta relacionada a capacidade de sobrevivéncia
durante o processo de producdo do alimento e a resisténcia as condicdes do trato
gastrointestinal, sendo entdo questionada essa tolerancia pelos probioticos tradicionais. Por
outro lado, pensar na adi¢do desses micro-organismos em etapas que nao os inviabilize, pode
levar a recontaminacdo e deterioracdo do alimento e consequentemente prejuizos econémicos
e a saude (Soares, M. B. et al., 2019).
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Fig. 1: Mecanismos de acdo das bactérias probioticas
Fonte: Colombo, et al., 2018

4. PROBIOTICOS PRODUTORES DE ESPOROS:

Para garantir a sobrevivéncia em condi¢des ndo favoraveis ao seu desenvolvimento,
algumas espécies de bactérias possuem a capacidade de produzir uma estrutura classificada
como endosporo bacteriano, o que lhes permite manter sua sobrevivéncia em longo prazo, em
condigdes consideradas letais a estes micro-organismos na sua forma vegetativa. Condicoes
como escassez de nutrientes, extremos de temperatura, falta de dgua sdo algumas situacdes que
causam a esporulacao (Cutting et al., 2011).

O enddsporo é uma estrutura formada por um nucleo com um cromossomo condensado
e inativo, camadas de peptideoglicanos (cértex) e material proteico de revestimento, que

conferem também protecdo da radiacdo UV, extremos de pH, solventes, peroxido de hidrogénio
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e enzimas como a lisozima. Com o retorno das condi¢Ges ambientais propicias, 0 esporo é capaz
de germinar em minutos, sendo quebrada a camada de revestimento e retomado o crescimento
celular vegetativo (Cutting et al., 2011).

Neste sentido, um tema relevante em tecnologia de alimentos é a utilizagdo de
probioticos produtores de esporos na producdo de insumos alimentares. As culturas tradicionais
possuem atividades notaveis, mas a resisténcia é limitada, ndo sobrevivendo também as
condicdes do trato gastrointestinal (cerca de 1-15% conseguem suportar acidez gastrica e as
enzimas digestivas). Portanto, micro-organismos esporulados apesar de serem inicialmente
associados a patégenos transmitidos por alimentos, algumas cepas ja possuem a reivindicacao
de probidticos, como o caso do género Bacillus. O fato de 0s esporos serem mais resistentes ao
processamento dos produtos e as etapas da digestdo, tornam-se reais as chances de colonizacao
do intestino através do consumo de produtos que utilizem essas cepas, gerando um maior
interesse de pesquisadores (Cao et al., 2020).

As bactérias formadoras de esporos comumente se enquadram em dois géneros,
Bacillus e o estritamente anaerdbico Clostridium (Cutting et al., 2011). Elshaghabee, 2017,
em seu estudo de revisdo sobre a espécie Bacillus, descreve que Bacilus sdo bactérias Gram-
positivas, em forma de bastonete, aerdbia ou anaerdbia facultativa. O género Bacillus € da
classe Bacilli sob o filo Firmucutes, estando fortemente relacionado com os Lactobacillus spp.
A colonizacdo do intestino humano se da pelo consumo de vegetais ou alimentos crus
contaminas com a microflora do solo ou através de alimentos fermentados por esses micro-
organismos. No mundo ja se encontram diversos insumos alimentares fermentados com as
espécies de Bacillus, como graos de soja, alfarroba e cereais com milho e arroz, assim com

produtos farmacéuticos e nutracéuticos (Elshaghabee et al., 2017).

5. BENEFICIOS A SAUDE DE BACTERIAS PROBIOTICAS ESPORULADAS:

Na literatura, diversos beneficios a satde sdo atribuidos aos portadores de enddsporos,
como destaque encontra-se relatos de que algumas cepas de Bacillus exibem atividade
antioxidante e imunomoduladora no organismo humano, salientando-se também a capacidade
de sintese de enzimas extracelulares, vitaminas, peptideos e diferentes substancias
antimicrobianas (bacteriocinas como: Subtilina e Coagulina), além de atividade anti- H. pylori
(conferida a cepa B. subitilis), o que influi no crescimento e composicao de espécies comensais
e benéficas no intestino, contribuindo para a satde do hospedeiro (Elshaghabee et al., 2017).

Cao e colaboradores, 2020, ao avaliarem especificamente as caracteristicas da cepa

Bacillus Coagulans no organismo humano, observaram que elas dificultam o crescimento de
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bactérias patogénicas no intestino e promovem o desenvolvimento de Lactobacillus e Bifidum
bactérias, por transformarem o ambiente em um meio anaerdbico e acido. Ademais, podem
germinar na parte superior do intestino delgado, atuando em cooperacdo com a microbiota local
e auxiliando a digestdo e absorcdo de nutrientes. Outro fato relevante é a capacidade dos B.
Coagulans segregar B-galactosidase durante o seu crescimento, 0 que auxilia na quebra da
lactose em glicose e galactose, melhorando sintomas de intolerancia a lactose (Cao et al., 2020).

A terapia probidtica é oportuna para o tratamento de varias doencas gastrointestinais,
desde desconfortos, como diarreia e ma digestéo até dishiose e doencas inflamatdrias intestinais
(DlIs). Diversos ensaios clinicos mostraram melhora na qualidade de vida com o uso de
algumas cepas de Bacillus Coagullans, porém os mecanismos ainda nao sao claros (Cao et al.,
2020).

Quanto ao sistema imune, os B. Coagulans podem interferir tanto nos parametros
quantitativos (numero de linfocitos esplénicos, macréfagos e linfocitos T), quanto melhorar a
imunidade celular do hospedeiro (Cao et al., 2020).

6. CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS DE BACTERIAS PROBIOTICAS
ESPORULADAS:

E inegavel que existe no setor alimenticio uma tendéncia global de incorporar
probidticos na matriz alimentar, a fim de agregar alguns componentes de promoc¢éo da salde
além de seus nutrientes tradicionais (Elshaghabee et al., 2017).

No entanto, para a seguranca alimentar, se faz necessario o emprego de diversas
operacdes visando a preservacdo dos alimentos, a saber: Pasteurizacdo, congelamento,
cozimento, extrusao, fermentacdo, aumento da pressdo osmotica, aplicacdo de radiacdo UV e
por fim, uma tecnologia emergente, a aplicacdo de alta presséo de dioxido de carbono (CO2),
que podem levar a inativacdo de microrganismos probiéticos (Almada-érix et al., 2021).

De forma promissora, a utilizacdo de cepas de Bacillus com propriedades probidticas
reivindicadas (PB) traz novas possibilidades para a industria de alimentos, pois essas bactérias
além de possuirem caracteristicas benéficas a saide humana, apresentam maior resisténcia ao
processamento de alimentos em comparacdo com as cepas probidticas de Lactobacillus e
Bifidobacterium, devido a sua caracteristica de formag&o de esporos (Almada-érix et al., 2021).

A utilizacdo desses micro-organismos esporuladas na producdo de lacteos apresenta
uma série de vantagens, pois além das PBs serem mais estaveis ao processamento e

armazenamento, a qualidade do produto ndo é afetada, pois ndo ocorrendo germinacdo, o
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metabolismo microbiano se mantem inativo, conferindo maior tempo de prateleira do insumo.
Outra caracteristica de extrema relevancia das PBs é a maior resisténcia aos processos
digestivos (pH gastrico e suco biliar), em comparacdo aos probioticos tradicionais, sendo
assegurada a chegada ao intestino delgado de forma intacta (Elshaghabee et al., 2017).

Por fim, tem se observado que os produtos fermentados com Bacillus possuem atributos
sensoriais Unicos, provavelmente devido a atividade enzimatica destas bactérias. A
palatabilidade vem atraindo a atencdo do mercado global de alimentos. As cepas de Bacillus

mais utilizadas atualmente encontram-se descritas na tabela 1 (Elshaghabee et al., 2017).

Tabela 1- Cepas de bacillus com propriedades probioéticas reivindicadas (PB) estudadas.

Cepa Origem da cepa
B. flexus Hk1 CSIR-Central Food Technological Research
B. subtilis Bnl Institute, india

B. licheniformis Mel

B. mojavensis KJS3 Departamento de Farmécia, Universidade

Kyungsung, Coreia

B. subtilis PB6 Kemin, Sdo Paulo, Brasil ~

B. subtilis PXN 21 Probiotics International Ltd. Lopen Head,
Reino Unido

B. coagulans lactosporo Ganeden Biotech Inc, Mayfield Heights,
Ohio, USA

Fonte: Almada-érix et al., 2021

7. PERSPECTIVAS:

O consumo de probioticos ja é popularmente conhecido como benéfico a saude,
contudo, avancos cientificos ja apresentam a tendéncia de utilizacdo de bacterias esporuladas
probioticas na producgéo de alimentos, porém, ainda h&d um grande debate entre os pesquisadores
e produtores sobre a atividade probidtica versus patologica do Bacillus spp. A seguranca de um

produto alimentar significa a auséncia de quaisquer efeitos adversos notaveis a saude, apds o
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consumo, sob condicBes definidas. Neste sentido, diversas cepas de probioticos de Bacillus
possuem comprovacgdo no status GRAS e sdo populares, tanto para industrias farmacéuticas,
quanto na de alimentos com propriedades funcionais (Elshaghabee et al., 2017).

Em sintese, podemos observar que a utilizacdo de cepas produtoras de esporos além de
ser algo inovador e promissor para a producgéo derivados do leite, estudos ainda sdo escassos e
devem avangar para que haja uma segura aplicacdo dos micro-organismos esporulados, sem

riscos a saude publica.
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Capitulo 3: Participacdo em congressos

3.1- Envio de trabalho para o Simpdésio integrado de inovagdo em tecnologia dos
alimentos (2022)

TITTITTITII?

Certificamos que o trabalho PROBIOTICOS ESPORULADOS EM PRODUTOS LACTEOS: ASPECTOS
NUTRICIONAIS E TECNOLOGICOS de autoria de THAIS CRISTINA MENDES DA SILVA, THAIS CRISTINA
MENDES DA SILVA, MARCIA CRISTINA DA SILVA E ADRIANO GOMES DA CRUZ foi apresentado no
formato de BANNER DIGITAL por THAIS CRISTINA MENDES DA SILVA, na segunda edic&o online do
Simpésio Integrado de Inovagdo em Tecnologia de Alimentos, promovido pelo Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, entre os dias 17 e 20 de outubro de 2022.

Vigosa/MG, 25 de outubro de 2022.

et

Bruno Ricardo Castro de Leite Junior Marcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal
Professor Coordenador do SIITA Professora Coordenadora do SIITA
Lot Budbom L bt B. da, i Xawin
jes(s)iele Barbosa Costa Cristina Lucélia da Silva Xavier

Coordenadora Geral do SITA Coordenadora Geral do SIITA

Certificamos que o trabalho VANTAGENS A SAUDE ATRAVES DO CONSUMO DE QUEIJOS
PROBIOTICOS de autoria de THAIS CRISTINA MENDES DA SILVA, THAIS CRISTINA MENDES DA SILVA,
MARCIA CRISTINA DA SILVA E ADRIANO GOMES DA CRUZ foi apresentado no formato de BANNER
DIGITAL por THAIS CRISTINA MENDES DA SILVA, na segunda edicgéo online do Simpésio Integrado de
Inovagdo em Tecnologia de Alimentos, promovido pelo Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa, entre os dias 17 e 20 de outubro de 2022.

Vigosa/MG, 25 de outubro de 2022.

(V 1
Bruno Ricardo Castro de Leite Junior Marcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal
Professor Coordenador do SIITA Professora Coordenadora do SIITA

ot Codom 5 bt B. da, Sl iy

jesgiele Barbosa Costa Cristina Lucélia da Silva Xavier
Coordenadora Geral do SIITA Coordenadora Geral do SIITA
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3.2- Envio de resumo para o Il Congresso Euroamericano de processos y

produtos alimentarios (2023)
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Organizadores

UFVIM

Codgo de autenticidad 77395429, 5448987.5.7 7 com.

Il CONGRESSO EUROAMERICANO
DE PROCESSOS E PRODUTOS ALIMENTICIOS

“VALORIZACION DE PRODUCTOS LOCALES: CIMIENTO DE
SOSTENIBILIDAD Y CIRCULARIDAD"

Certificamos que THAIS CRISTINA MENDES DA SILVA participo
exitosamente en el Il Congreso Euroamericano de Procesos y
Productos Alimentarios - realizado en formato virtual, del 05 y el 07 de
diciembre de 2023, con 20h de carga horaria total.

Online, 08 de diciembre de 2023.

Profa. Dra. Poléna Mendes de Souza

Organizacién central del il CEAPA
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Organizadores
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Codign de auleniicidad TT955423. 5448387 568165.7. ? com.

Il CONGRESSO EUROAMERICANO
DE PROCESSOS E PRODUTOS ALIMENTICIOS

“VALORIZACION DE PRODUCTOS LOCALES: CIMIENTO DE
SOSTENIBILIDAD Y CIRCULARIDAD"

Certificamos que el trabajo en formato resumen titulado

MANUFACTURE OF MINAS FRESCAL CHEESE WITH BACILLUS
COAGULANS GBI-30, de autoria de Thais Cristina Mendes da
Silva, Jonas De Toledo Guimaraes, Gustavo Luis de Paiva
Anciens Ramos, Achiles Mattos Araujo Gomes, Marcos Raphael
Freitas da Silva, Tatiana Colombo Pimentel, Erick Almeida
Esmerino, Adriano Gomes da Cruz e Cassia Pereira Barros, fue
aprobado y presentado en formato e-poster en el Il Congreso

Euroamericano de Procesﬁ;ﬁ Pizo?uctos Alimentarios.
Profa. Dra. Poliana Mendes de Souzalnline, 08 de diciembre de 2023

Organizacién central del Il CEAFA
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