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VELAME, M.S. Caracterizacdo de bactérias acido laticas (BAL) isoladas de
gueijos frescos nao inspecionados comercializados em Botucatu, Sdo Paulo.
Botucatu, 2021. 100 p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Na producéo de alimentos fermentados, as bactérias acido laticas (BAL) podem ser
utilizadas como culturas starters na obtencdo de efeitos tecnoldgicos, sensoriais e
funcionais desejaveis. Além disso, algumas BAL possuem a capacidade de produzir
metabdlitos antimicrobianos denominados bacteriocinas. A utilizacdo de BAL e seus
metabdlitos como bioconservantes sdo alternativas promissoras frente a utilizacao de
aditivos quimicos na indastria de alimentos. Deste modo, o objetivo deste estudo foi
avaliar o potencial biotecnolégico de BAL isoladas de 43 queijos frescos
comercializados em Botucatu — SP. As amostras foram submetidas ao isolamento de
BAL, avaliacdo da capacidade antagonista e a testes confirmatorios para determinar
as melhores condi¢des de multiplicacédo e producéo de bacteriocinas a 25°C, 30°C e
37°C/24h; estabilidade das bacteriocinas em diferentes faixas de pH (2, 4, 6, 8 e 10
por 2h) e temperatura (60°C/2h; 80°C/2h; 121°C/15min). Sua atividade contra
diferentes microrganismos também foi avaliada, além da especificacdo das espécies
com potencial bacteriocinogénico. Os resultados encontrados na avaliacdo do
potencial antag6nico das BAL frente a cepas de referéncia, mostraram que todas as
cepas testadas foram inibidas em algum grau pelas BAL. Na avaliacdo da atividade
bacteriocinogénica, dos 108 isolados testados, 17 possuiam a capacidade de produzir
bacteriocinas. Foi observada uma atividade maior das bacteriocinas quando
submetidas a temperaturas de 37°C e 30°C e faixa de pH 2 e 6. 88,24% dos isolados
foram capazes de inibir Listeria monocytogenes ap0s exposicdo a diferentes
temperaturas. Foram isoladas BAL com capacidade bacteriocinogénica frente a

microrganismos patogénicos.

Palavras chave: bactérias acido laticas; bacteriocina; bioconservante; queijo;

seguranca de alimentos
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VELAME, M.S. Characterization of lactic acid bacteria (LAB) isolated from fresh
non-inspected cheeses marketed in Botucatu, Sdo Paulo. Botucatu, 2021. 100 p.
Dissertation (MSc Degree) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

In the production of fermented foods, lactic acid bacteria (BAL) can be used as starter
cultures to obtain technological, sensory and desirable effects. In addition, some BALs
have the capacity to produce antimicrobial metabolites called bacteriocins. The use of
BAL and its metabolites as bioconservatives are promising alternatives to the use of
chemical additives in the food industry. Thus, the objective of this study was to evaluate
the biotechnological potential of BAL corrected for 43 fresh cheeses marketed in
Botucatu - SP. As they were subjected to BAL isolation, evaluation of antagonist
capacity and confirmatory tests to determine the best conditions for multiplication and
production of bacteriocins at 25°C, 30°C and 37°C/24h; The stability of bacteriocins in
different pH ranges (2, 4, 6, 8 and 10 for 2h) and temperature (60°C/2h; 80°C/2h;
121°C/15min). Its activity against different microorganisms was also evaluated, in
addition to specifying species with bacteriocinogenic potential. The results found in the
evaluation of the antagonistic potential of BAL against reference strains, essential that
all strains tested were inhibited to some degree by BAL. In the evaluation of
bacteriocinogenic activity, of the 108 chosen tested, 17 had the ability to produce
bacteriocins. Higher bacteriocin activity was observed when subjected to a
temperature of 37°C and 30°C and a pH range of 2 and 6. 88.24% of the possible ones
were able to inhibit Listeria monocytogenes after exposure to different temperatures.
BAL were reinforced with bacteriocinogenic capacity against pathogenic

microorganisms.

Keywords: lactic acid bacteria; bacteriocin; bioconservative; cheese; food safety
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

A demanda de consumidores por alimentos seguros tem impulsionado a
industria alimenticia para a busca e aplicacdo de bioconservantes na formulacéo de
seus produtos. A bioconservagdo de alimentos consiste na utilizacdo de
microrganismos benéficos ou seus metabdlitos na tecnologia da producéo, tendo
como resultado o aumento do tempo de prateleira e a seguranca microbiologica.
Consequentemente, a utilizacdo de bioconservantes possibilita a redugdo da
utilizacéo de aditivos quimicos durante a industrializacdo de alimentos, fato que coloca
os aditivos naturais como opc¢ao interessante na busca por alimentos mais saudaveis
(MARQUES et al., 2017).

Dentre os microrganismos que podem ser utilizados como bioconservantes,
destacam-se as bactérias 4cido laticas (BAL). As BAL podem estar associadas a um
grande numero de géneros bacterianos, sendo 0s mais importantes os Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Weissella e
Bifidobacterium (ZHANG & CAI, 2014). Estes microrganismos sao Gram-positivos,
catalase negativa, microaerofilos, tolerantes a acidos, ndo formadores de esporos e
possuem uma diversidade de habitats, tais como produtos lacteos, graos, carnes e
produtos carneos, frutas, vegetais, agua e solo. Podem ainda ser encontrados nos
tratos oral, respiratorio, gastrointestinal e reprodutivo de humanos e animais
(KLEEREBEZEM & HUGENHOLTZ, 2003; HORVATH et al., 2009).

A capacidade de estarem presentes em varios locais, decorre da adaptacao a
diferentes condicbes de umidade, pressdo, concentracdo de oxigénio e

disponibilidade de nutrientes. Esta habilidade faz com que algumas cepas de BAL
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2

adquiram capacidades metabdlicas especificas relacionadas ao ambiente em que se
encontram, convertendo-se em estirpes geneticamente diferenciadas. Esta
caracteristica possibilita estudos de isolamento e identificacdo de cepas selvagens de
BAL em regifes geograficas ainda ndo exploradas, o que pode levar a obtencao de
culturas com potencial bioconservante e biotecnolégico e com identidades genéticas
e metabdlicas ainda ndo exploradas. Espécies de BAL isoladas diretamente destes
nichos sdo as mais promissoras para uso na industria de alimentos, pois tendem a ter
significativa capacidade metabdlica devido a adaptacao, o que afeta positivamente a
qualidade do produto adicionado de cultivos (CRUXEN et al., 2017).

Na industria de alimentos as BAL séo utilizadas usualmente como fermentos
que auxiliam no processo de transformacao dos alimentos. Pela sua capacidade de
fermentacdo de carboidratos (sobretudo da lactose), sdo amplamente utilizadas na
producdo de derivados lacteos, como iogurtes e queijos. Além disso, algumas BAL
possuem a capacidade de producdo de metabdlitos antimicrobianos denominados
bacteriocinas. As bacteriocinas sdo peptideos sintetizados pelas bactérias que
possuem acdo contra microrganismos patogénicos, como Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus (TODOROV, 2009). O mecanismo de acdo que reflete na
capacidade antagonica frente a L. monocytogenes e S. aureus das bacteriocinas, esta
relacionado com a interacdo do peptideo produzido pelas BAL na parede celular do
patdgeno, levando a formacdo de poros e consequentemente a morte celular
(HOOVER & STEENSON, 1993).

Como as bacteriocinas sédo peptideos naturalmente produzidos pelas BAL
durante o metabolismo fermentativo, existe um grande interesse em seu uso como
uma alternativa para garantir a seguranca de alimentos. Com base em estudos
bioquimicos e genéticos, varias bacteriocinas ja foram caracterizadas, como por

exemplo, as lactocinas, lactococinas, plantaricinas, pediocinas, enterocinas, entre
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outras (OGAKI et al., 2015). Porém, apenas a nisina é aprovada pela Organizacéo
Mundial de Saude sendo, portanto, a Unica bacteriocina comercializada e utilizada
como conservante de alimentos no Brasil (CLEVELAND et al., 2001; AND & HOOVER,
2003).

Quando combinadas com outras substancias antimicrobianas ou tratamentos
fisicos, as bacteriocinas podem ser aplicadas como parte de uma tecnologia de
barreira, com impacto positivo na preservacéo da qualidade e inocuidade do produto
(DE VUYST & LEROQY, 2007; BALCIUNAS et al., 2013).

Na producdo de alimentos fermentados, sobretudo nos lacteos, os cultivos
bacterianos utilizados na obtencdo dos efeitos tecnolégicos, sensoriais e funcionais
desejaveis sdo adicionados como cultivo starter, que pode ser definido com uma
preparacdo de microrganismos adicionada a matéria-prima para produzir um produto
alimenticio fermentado. Na transformacéo tecnoldgica do leite, além da producéo de
acido latico resultando na coagulacdo da caseina, 0os microrganismos starters
produzem compostos aromaticos (acetaldeidos), e polissacarideos extracelulares,
conferindo alteragcdes sensoriais desejadas no produto final, como sabor, aroma e
textura (SPERANZA et al., 2017).

Portando, a identificacdo de microrganismos com capacidade tecnoldgica e que
também possuam caracteristicas bioconservantes (bacteriocinogénicos) e funcionais
(probidticos) pode trazer inUmeros beneficios tanto para industria, pela possibilidade
de obter aditivos naturais aliados na transformacao das matérias-primas, quanto para
0s consumidores, que terdo disponiveis em sua mesa, produtos alimenticios seguros
sob o ponto de vista microbiolégico e que ainda auxiliam na melhoria de sua saude

(ORTU et al., 2007).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Queijos: Importancia, estimativa de consumo e producéao

A ingestdo de alimentos ricos em macro e micronutrientes € de fundamental
importancia para manutencgéo da saude do individuo. Ao longo dos anos, os padrdes
alimentares vém passando por diferentes modificagdes. Antigamente, existia uma
procura maior pelo consumo de alimentos in natura e minimamente processados, no
entanto, com o decorrer do tempo, avangos na tecnologia e modificagdes no estilo de
vida das pessoas, outras categorias de alimentos foram ganhando espaco no mercado
e na mesa do consumidor, pela sua praticidade e diversidade, como os alimentos
processados e ultra processados. Entretanto, sabe-se que 0 consumo excessivo de
alimentos pertencentes a essas duas ultimas categorias, est4 associado a problemas
de saude, tais como: doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes, hipertenséo,
dentre outras enfermidades cronicas (BRASIL, 2014).

Tendo em vista esses problemas, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
elaborou uma nota informativa, contendo recomendacdes a respeito do consumo de
determinados alimentos e aditivos para a populacdo. O 6rgdo sugere uma maior
ingestao diaria de frutas e vegetais e reducéo de sbdio, acucares, e potassio da dieta,
além do menor consumo de gorduras, especialmente de gorduras saturadas e
gorduras trans produzidas industrialmente (OPAS/OMS, 2019). Também como forma
de auxiliar na promocé&o da saude, prevenindo e orientando & populacdo, o Ministério
da Saude publicou o “Guia Alimentar para a Populagéo Brasileira”, onde aborda os
principios, diretrizes e atributos da alimentacdo saudavel. Um dos pontos a se
destacar é a recomendacdo do consumo regular de leite e seus derivados. Esses

alimentos sdo fontes de proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas, carboidratos,
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5

lipideos, minerais, com destaque para o calcio que é fundamental para a formacéo e
manutencdo da massa 0ssea, sendo importante a ingestdo em todas as fases da vida
do individuo (BRASIL, 2006; MUNIZ et al., 2012; SBAN, 2015).

Estima-se que séo produzidas cerca de 816 milhdes de toneladas de leite por
ano no mundo, sendo em média 116,5 equivalentes kg de leite consumidos por
habitante. Os niveis de consumo variam consideravelmente entre os paises, estando
relacionados principalmente ao crescimento econémico e a renda da populagédo
(SIQUEIRA, 2019). Paises como Nova Zelandia, Austrélia, Ucrania e Unido Europeia,
consomem cerca de 300 equivalentes kg de leite por ano. Em contra partida, a
Indonésia e na maioria dos paises africanos, este consumo € inferior a 30 kg/hab/ano
(BRASIL, 2018). Apesar do Brasil estar entre os maiores produtores mundiais, 0
consumo de produtos lacteos tem decaido ao longo dos anos, chegando a 170
kg/hab/ano, valor este muito aguém do recomendado (200 kg/hab/ano) (BRASIL,
2019).

De acordo com uma pesquisa anual realizada em 2016 pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), dentre os produtos lacteos produzidos no pais, o
leite UHT foi o mais vendido no setor, seguido pelos queijos. Apesar de estar no 2°
lugar, os queijos sdo o0s produtos que apresentaram maior crescimento nos ultimos
anos, passando de 12,8 % para 23,7 %. Isso se deve ndo sO a variedade de tipos,
sabores e tamanhos, mas também, por serem alimentos nutritivos, praticos no
consumo e por acompanharem uma nova tendéncia de aquisicdo (EMBRAPA, 2019).

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados com 0 que estéo levando
para as suas casas, se interessando nao sé pelos ingredientes inseridos e seus
beneficios, mas também, se foi produzido de forma sustentavel, se houve
preocupacdo com o bem estar animal, qual a sua origem (rastreabilidade), se é um

produto inspecionado ou ndo e buscam compreender melhor o que esta descrito nos
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rétulos, dando uma atencdo maior para aqueles que contém ingredientes mais
naturais possiveis (AUNG & CHANG, 2014; MORAES & FILHO, 2017; EMBRAPA,

2019; PIVARO, 2019; SIQUEIRA, 2019).

2.2 Aspectos da seguranca de alimentos na producdo e comercializacdo de

gueijos inspecionados e clandestinos

Para assegurar a qualidade e a inocuidade dos produtos, é imprescindivel que
estes passem por uma inspec¢ao durante a cadeia produtiva. Esse controle, consiste
na adocao de normas e procedimentos baseados em decretos, instru¢des normativas,
portarias, resolucdes e Regulamentos Técnicos de ldentidade e Qualidade (RTIQ),
com a finalidade de se obter um produto de alta qualidade comercial e tecnolégica e
ao mesmo tempo, estar isento de qualquer risco ou perigo que possa vir a causar
qualquer dano para o consumidor e ao meio ambiente (SANTOS et al., 2007; COSTA,
et al., 2015).

Conforme a lei n° 1.283 de 18 de dezembro de 1950, que dispde sobre a
Inspecdo Industrial e Sanitaria dos Produtos De Origem Animal, é obrigatdria a
fiscalizacdo industrial e sanitaria de todos os produtos de origem animal, sejam eles
comestiveis ou ndo, com ou sem adicdo de produtos vegetais, preparados,
transformados, manipulados, recebidos, acondicionados, depositados e em transito.
Sendo assim, os estabelecimentos industriais ou entrepostos de produtos de origem
animal devem ser registrados no 6rgdo competente para que haja a fiscalizacdo da
sua atividade.

No Brasil, sdo adotados alguns tipos de servigcos de fiscalizagdo: Servico de
Inspecao Municipal (SIM), Servigo de Inspec¢éo Estadual (SIE), Sistema de Inspecéao

Federal (SIF) e Sistema Brasileiro de Inspec¢éo de Produtos de Origem Animal (SISBI-
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POA). Cada um atua de acordo com a sua esfera e esta ligado a como este alimento
podera ser comercializado no territorio nacional ou internacional. Ao final do processo
de elaboracdo e apds passar pela inspecao realizada pelo profissional Médico
Veterinario, os produtos recebem em seu rotulo um selo de certificagdo da inspecéo
ao qual foi submetido (SIM, SIE ou SIF), que indica que este alimento foi produzido
em um estabelecimento devidamente registrado e fiscalizado por um servico de
inspecdo oficial (BRASIL, 1968; MIRANDA, 2002; BRASIL, 2017; MINISTERIO
PUBLICO DE SANTA CATARINA, 2020).

Em 2019, foi sancionado o Decreto n° 9.918, permitindo a comercializagao
interestadual de produtos alimenticios artesanais, como queijos, mel e embutidos,
elaborados por meio de métodos tradicionais, com caracteristicas regionais préprias,
desde que sejam submetidos as boas praticas agropecudrias de fabricacao,
fiscalizacdo estadual e federal e que tenham a indicagdo do selo “ARTE”. Sendo
assim, além de garantir a inocuidade, o selo € uma ferramenta importante para
agregar valor ao produto com caracteristicas organolépticas Unicas, ao passo que
reconhece e incentiva a producdo e comercializacdo dos pequenos produtores e da
agricultura familiar (BRASIL, 2020).

O termo “Artesanal’” segundo o Dicionario Brasileiro da Lingua Portuguesa
Michaelis (2015), esta relacionado a algo que é “feito de forma rudimentar, rustico,
grosseiro”, que € “elaborado pelos processos tradicionais, individuais e manuais, em
oposicado a producao industrial”. Esse conceito, quando levado para a produgao de
alimentos, muitas vezes acaba gerando divergéncias quanto a sua defini¢éo,
principalmente quando se fala em producéo de queijos artesanais. Para alguns, esta
ligada a forma tradicional com que o queijo é elaborado, de forma rudimentar, sem
uma padronizacdo muito bem definida (empirica), auséncia do controle de qualidade

e fiscalizacdo, além de serem na maioria das vezes disponibilizados no comércio
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informal, também conhecido como ilegal ou clandestino. J& para outros, 0s queijos
artesanais sdo produzidos de acordo com métodos ou processos tradicionais, porém
seguindo a legislacao vigente (SEBRAE, 2008).

O comércio informal de leite e derivados ainda € uma realidade em muitas
regides brasileiras. Muitas vezes, 0s produtores ndo se atentam para as condi¢des
higiénico sanitérias das instalacdes onde estes queijos sdo produzidos, sendo na
maioria das vezes estruturas improvisadas, sem controle de qualidade da matéria
prima e ingredientes que serao utilizados, inexisténcia de padronizagédo e cuidados
com as boas préaticas de manipulagcédo de alimentos, acondicionamento e transporte,
auséncia de refrigeracdo, além do desconhecimento sobre os riscos que estes
produtos podem vir a causar aos consumidores (CHALITA, 2012; ALMEIDA et al.,
2013; FAO, 2013). No Quadro 1 (em Anexo), podem ser visualizados os perfis de
consumo de leite e derivados dos brasileiros, com base em pesquisas cientificas.

A qualidade e os cuidados com o leite que sera utilizado na producao de queijos
€ um ponto fundamental, uma vez que, a matéria-prima deve apresentar qualidade
microbiolégica adequada para que sejam obtidos derivados de qualidade (JUNIOR et
al., 2014). O produtor deve se preocupar com a saude do rebanho (alimentacéo,
vacinacédo), cuidados pré e pos-ordenha e estar atento ao periodo de caréncia dos
antibioticos e demais medicacfes utilizadas. O controle da contagem de células
somaticas (CCS) além de determinar a saude do Ubere, pode indicar alteracfes
importantes com relacdo as proteinas (SACCO, 2013). Outras modificacdes de ordem
fisico-quimicas também podem ocorrer em decorréncia do aumento da CCS, como
diminuicdo do teor de gordura, célcio, fosforo, lactose e aumento dos acidos graxos
livres de cadeia curta e das atividades proteoliticas e lipoliticas. O aumento de

enzimas antimicrobianas (lactoferrina, lactoperoxidase e plasmina), podem interferir
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na formacgao do coalho pois inibem a multiplicacdo dos microrganismos da cultura
lactea (SOBRAL et al., 2017).

O nédo cumprimento do periodo de caréncia da medicagdo, pode interferir na
qualidade dos queijos. Os residuos de antibiéticos presentes no leite que sera utilizado
na sua producdo, podem inibir acdo das bactérias acido laticas - BAL (que estédo
presente no leite cru e no pingo, também conhecido como fermento lactico natural),
alterando todo processo fermentativo. A inibicdo das bactérias &cido laticas, pode
provocar uma série de defeitos, como por exemplo, dificuldade de dar o ponto na
massa devido a ndo acidez necessaria, falta de porosidade e retencdo de soro,
aumentando o teor de umidade e interferindo no sabor. Além disso, se houver
presenca de coliformes e/ou leveduras na massa, estes encontrardo alta
concentracéo de lactose, utilizando-a como fonte de nutrientes, aumentando assim a
formacéo de gés e de outros compostos (acido latico, acido acético, etanol, CO2, Hz),
provocando o aparecimento de defeitos como o aparecimento de olhaduras
indesejaveis, que comprometem a aparéncia e o sabor do queijo. Tendo em vista que
na producao dos queijos artesanais nao ocorre a etapa de pasteurizacao do leite, este
defeito pode ocorrer com uma maior frequéncia (SOBRAL et al., 2017).

O leite e seus derivados constituem um excelente meio de cultura para diversos
patdgenos, devido a sua riqueza de nutrientes, tornando-os sensiveis a acao
microbiana, o que pode vir a interferir na qualidade, no potencial tecnoldgico e valor
nutricional do produto. Segundo uma pesquisa realizada por JUNIOR et al. (2020),
verificou-se que o perfil do brasileiro ainda consiste em consumir produtos de origem
clandestina e que este habito pode contribuir para o0 aumento do nimero de casos de
doencas de origem alimentar. Entre 2009 e 2018, foram notificados 2.403 casos de
surtos de DVA no Brasil. Com 7,9 %, os produtos lacteos aparecem em 4° lugar na

lista dos produtos envolvidos em surtos, atras dos alimentos mistos (25,5 %), agua
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(21,2 %) e multiplos alimentos (10,7 %). Quanto aos lugares de maior ocorréncia, as
residéncias continuam sendo o0s principais locais com 36,9 %, seguido dos
restaurantes/padarias (15,8 %) e outras instituicoes (11,6 %) (BRASIL, 2019).

Os custos e impactos que as doencas de origem alimentar causam na
sociedade séo altos, pois envolvem desde despesas com as vitimas, com internacdes,
exames laboratoriais, medicamentos, diminuicdo da produtividade devido ao
afastamento de suas func¢des laborais e procedimentos de investigagdes do surto.
Para a empresa, 0s prejuizos vao desde a interdicdo do estabelecimento, perda de
colaboradores, comprometimento da sua imagem, enfrentamento de processos,
podendo culminar com o fechamento do estabelecimento (OLIVEIRA, 2020).

Dentre os principais microrganismos patogénicos relacionados a surtos de
toxinfecgbes alimentares envolvendo o consumo de queijos produzido com leite cru,
destacam-se Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Brucella spp.,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Campylobacter sp. Os queijos preparados
e comercializados de forma ilegal, normalmente sdo inseridos em embalagens
impréprias, com sujidades, sem rotulagem, ndo indicando data de fabricacdo e
validade, nem o selo de servico de inspecao (MARTINS, 2018).

A ocorréncia de Listeria monocytogenes em produtos lacteos é preocupante
uma vez que a populacéo ainda tem o habito de consumir o leite cru e seus derivados
sem submeté-los a um tratamento térmico adequado. Dentre os produtos lacteos, os
queijos de alta e média umidade sdo os mais envolvidos em contaminacao por este
patégeno pois sdo armazenados por longos periodos sob refrigeracdo, o que permite
0 seu desenvolvimento (BARANCELLI et al., 2011)

MENEZES et al. (2009) ao investigarem a qualidade de queijos do tipo coalho
produzidos com leite cru e comercializados em trés municipios da macrorregido do

Agreste Paraibano, verificaram que 100% das amostras (total de 10 amostras)
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estavam fora dos padrbes estabelecidos pela legislacdo para Staphylococcus
coagulase positiva, resultado decorrente, provavelmente, de uma manipulagao
inadequada em sua cadeia produtiva e/ou da utilizacao de leite cru contaminado na

fabricacdo do produto, sendo considerado impréprio para consumo.

2.3 Producao de queijos frescos

Segundo a Portaria n° 146, de 07 de Marco de 1996, que aprova o Regulamento
Técnico de ldentidade e Qualidade de Queijos, € denominado queijo, “o produto fresco
ou maturado, obtido a partir da separacéo parcial do soro do leite ou leite reconstituido,
ou de soros lacteos, coagulados pela acao fisica do coalho, de enzimas especificas
de bactéria especifica, de acido organicos, isolados ou combinados, com ou sem
agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes”
(BRASIL,1996).

O queijo fresco, bastante consumido pelos brasileiros, é aguele que esta pronto
para o consumo logo apos sua fabricacdo. A maior parte do volume de leite que é
utilizado na producdo dos queijos, resulta em soro, que € rico em proteinas, sais
minerais, vitaminas e principalmente a lactose. No Brasil, o leite utilizado na producéo
de queijos deve ser submetido a pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente
previamente, a fim de garantir a inocuidade do produto. SO é permitida a utilizacdo de
leite cru na fabricacdo de queijos, quando o produto passa pelo processo de
maturagdo a uma temperatura superior a 5°C por pelo menos 60 dias, como € 0 caso
do queijo Minas artesanal, fabricado nas regides das Serras da Canastra, Serro e

Salitre, em Minas Gerais (PERRY, 2004; PAULA, 2009).
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Para que ocorra a transformacéo do leite em queijo, é necessario que ele passe
por véarias etapas, sendo elas: coagulacdo, acidificacdo, dessoramento do gréo
(sinérese), enformagem e salga (PERRY, 2004; PAULA, 2009; IFPR, 2012).

A primeira etapa € a de coagulacdo enzimatica. Nesta fase, o coalho ou
coagulante é adicionado ao leite a uma temperatura entre 32 a 35°C para que haja a
coagulacdo em 30 a 40 minutos. Esse coalho utilizado pode ser adquirido na forma
em po ou liquida e deve ser administrado conforme recomendacéo do fabricante,
sendo composto por duas proteinases: a quimosina e a pepsina. Ao final deste
processo € obtido um gel (PERRY, 2004; PAULA, 2009; IFPR, 2012).

Na segunda etapa, é verificado o ponto da massa e sédo efetuados cortes
lentamente para estimular a saida do soro (sinérese). Desta forma, o queijeiro pode
controlar o teor de umidade e a estabilidade do queijo (PERRY, 2004; PAULA, 2009;
IFPR, 2012).

A terceira etapa é a acidificacdo. Sao adicionadas a massa, culturas starter
(iniciadoras) liofilizadas, que vao atuar sobre a lactose presente, fermentando-a e
transformando em acido latico, proporcionando a acidificacdo do meio. Esses
fermentos, sdo compostos por trés tipos de bactérias mesofilicas: homofermentativas,
heterofermentativas e termofilicas. Podem ser utilizadas culturas definidas, onde é
previamente determinado o nimero de cepas inseridas, ou culturas mistas, onde séao
adicionados diferentes tipos. Nos queijos produzidos com leite cru, a cultura presente
também realiza esse processo, no entanto, como essa microbiota é variavel, pode
interferir no grau de acidificacéo e na qualidade do queijo. A producéo de acido quando
realizada de forma correta, controla e previne o crescimento de bactérias deteriorantes
e patogénicas (através da producdo de substancias antimicrobianas), atua na
retencdo e na atividade do coagulante durante a coagulacao, solubiliza fosfato de

calcio (o que influencia na textura do queijo), promove sinérese e intervém na atividade
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enzimatica. Também podem ser adicionadas, culturas ou fermentos secundarios,
quando se deseja obter caracteristicas especificas para um determinado tipo de queijo
(estimular o aparecimento de olhaduras, mudanca na coloragéo, espessura da casca
e aroma) (PERRY, 2004; PAULA, 2009).

A guarta etapa € a de enformagem e prensagem. Apoés atingir o pH e teor de
umidade desejado, a massa € colocada em formas e prensada para que 0 Soro seja
separado e os graos compactados, formando assim uma massa lisa e homogénea.
Por fim, é efetuada a salga que possui varias funcdes, dentre elas: real¢a o sabor do
queijo, controle microbiano, ajuda a prorrogar a duracdo do produto, além de regular
atividade enzimética e mudancas fisicas das proteinas do queijo (influencia na textura,
solubilidade e conformacéo). Ao final do processo, o produto é embalado (PERRY,
2004; PAULA, 2009).

Apesar de hoje em dia existirem cursos para auxiliar na producéo e capacitacéo
dos produtores, o conhecimento das técnicas de fabricacdo dos queijos, na maioria
das vezes, continua sendo transferido verbalmente de geracdo em geragéo.
Habitualmente, os queijos séo fabricados a partir do leite cru e sem a insercéo de um
in6dculo inicial, 0 que proporciona a instalacdo e crescimento de uma microbiota
diversificada e indesejavel, oriundo do proprio leite e das condi¢cbes higiénico
sanitarias as quais sao submetidos. Levando em conta este aspecto, este alimento
pode se tornar um perigo aos consumidores, uma vez que pode atuar como um veiculo
de microrganismos deteriorantes e patogénicos. Por outro lado, no leite cru utilizado
na fabricacdo destes queijos, estdo presentes um grupo bacteriano denominado
bactérias acido laticas (BAL), que sdo consideradas essenciais, ndo s6 para o
processo de fermentagcdo, como também, ha muitos anos, sdo utilizadas como método
de preservacdo. Em decorréncia da utilizacdo de carboidratos como fonte de

nutrientes, presentes no alimento, sdo gerados como produto dessa fermentacgéo,
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acidos orgéanicos (com destaque para o &cido latico), que provocam uma redugéo no
pH do queijo, proporcionando um efeito antagonista contra estes microrganismos
indesejaveis. Além disso, a competicdo por nutrientes e producdo de outras
substancias antimicrobianas, que veremos mais a frente, sdo outras estratégias
utilizadas pelas bactérias acido laticas (HERMANNS, 2013; PAIXAO, 2016).

A identificacdo de isolados microbianos com caracteristicas funcionais e
tecnoldgicas de interesse, provenientes de queijos “artesanais” produzidos a partir do
leite cru, pode auxiliar na prevencédo da perda da biodiversidade microbiana em
alimentos tipicos e a conservar a variedade de novas estirpes para criacao de novos

produtos (HERMANNS, 2013).

2.4 Bactérias acido laticas (BAL)

As bactérias 4cido lacticas (BAL) séo caracterizadas como bactérias Gram-
positivas, em formato de cocos ou bacilos, ndo esporuladas, catalase negativas,
anaerobias facultativas, produtoras de &cidos organicos, principalmente o acido latico.
A utilizacdo dos carboidratos pode ser homofermentativa, resultando na producédo de
acido latico, ou heterofermentativa, gerando acido latico e acético, alcool etilico e CO:2
como resultados da fermentacdo. Possuem pH 6timo de crescimento entre 4,0 e 4,5
e temperaturas 6timas de crescimento entre 30°C e 42°C (BELOTI, et al, 2015;
MOTTA & GOMES, 2015; BRUNO & MACHADO, 2017; SILVA, et al., 2017).

O grupo das BAL é composto principalmente por 13 géneros, sendo eles:
Lactobacillus,  Lactococcus, Bifidobacterium, Pediococcus, Leuconostoc,
Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Aerococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (POFFO & SILVA, 2011; BELOTI et al,

2015)
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As BAL possuem a capacidade de produzir substancias inibidoras do
crescimento microbiano. Esse potencial, ha alguns anos vem sendo explorado pelas
industrias de alimentos, como um método de conservacao natural. Além desses
metabdlitos, elas também produzem outros acidos, peroxido de hidrogénio, diéxido de
carbono, diacetil e as bacteriocinas, que sdo os compostos mais utilizados na
biopreservacao de alimentos. Paralelamente, a grande producao de &cidos organicos,
principalmente de &cidos latico e acético, levam a reducédo do pH do alimento (abaixo
de 4,5) o que proporciona um ambiente desfavoravel para o crescimento de bactérias,
bolores e leveduras. (BELOTI et al, 2015; BRUNO & MACHADO, 2017).

- Acidos organicos: podem ser produzidos tanto pela homofermentacéo, quanto
pela heterofermentacdo. Dentre os acidos gerados com a fermentacdo, o acético
apresenta maior poder inibitério sobre as bactérias, bolores e leveduras, do que o
acido latico. J4 o propibnico, atua melhor sobre leveduras e bolores. Devido ao
aumento da permeabilidade da membrana celular bacteriana, ocorre um acumulo de
anions no citoplasma, o que afeta as atividades celulares. Para compensar essa
situacdo, as BAL e outras bactérias reduzem o pH, e assim conseguem tolerar a
presenca de acidos (BELOTI et al, 2015).

- Perdxido de hidrogénio: esse composto apresenta efeito bactericida devido
ao seu poder oxidante oriundo das sulfidrilas das proteinas e lipideos de membrana
celular bacteriano. Durante a producdo de peroxidos pode ocorrer o sequestro de
oxigénio, deixando o ambiente anaerdbico, inibindo alguns microrganismos (BELOTI
et al, 2015).

- Dioxido de carbono: a sua producdo gera um ambiente anaerdbio,
desfavoravel para muitos microrganismos. E um metabdlito muito utilizado na inddstria

em embalagens com atmosfera modificada (BELOTI et al, 2015).
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- Diacetil: Possui potencial de acdo maior em bactérias Gram-negativas,
leveduras e bolores, do que em bactérias Gram-positivas (BELOTI et al, 2015).

- Bacteriocinas: sdo as substancias mais importantes produzidas pelas BAL e
utilizadas pelas industrias de alimentos (BELOTI et al, 2015).

Além do efeito bioprotetor, as BAL sdo importantes no desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais dos produtos fermentados, especialmente dos derivados
lacteos. As enzimas sacaroliticas, proteoliticas e lipoliticas atuam sobre os nutrientes
originais do alimento, modificando-os, formando compostos aromaticos e de sabor.
Dai, a importancia de selecionar e melhorar cada vez mais as culturas que seréo
utilizadas, a fim de garantir que o produto final obtenha caracteristicas Unicas e

especiais (BELOTI et al, 2015; BRUNO & MACHADO, 2017).

2.5 Preservacgéo de alimentos

Os alimentos de origem animal e vegetal possuem uma capacidade de
deterioragdo muito rapida. Isso pode ser influenciado por diversos fatores como a
quantidade de nutrientes, pH, formulacdo, modelo de embalagem, temperatura e
forma de armazenamento e producao, dentre outros fatores. As fontes de deterioracéo
podem ser fisicas, quimicas ou biologicas, sendo que a de origem bioloégica constitui-
se a principal delas. As falhas de BPF e a falta de um controle de qualidade podem
favorecer a contaminagdo destes alimentos por bactérias deteriorantes e ou
patogénicas, o que influencia ndo sé na qualidade, reduzindo o tempo de prateleira,
como também, na possibilidade de causarem danos a satde do consumidor (MELO
et al., 2005).

Com o intuito de aumentar o tempo de prateleira dos produtos alimenticios,

retardando ao maximo o crescimento dos microrganismos, as industrias lancam mao



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

17

de métodos tradicionais de conservacdo como: tratamentos térmicos (pasteurizacéo
e esterilizacdo), desidratacdo, congelamento, refrigeragéo, irradiacdo, utilizacao de
embalagens com atmosfera modificada e adicdo de agentes antimicrobianos (aditivos
sintéticos). Além destas, novas técnicas tém sido utilizadas, como: tratamento sob alta
pressao hidrostatica, pulsos elétricos, embalagens ativas e aditivos antimicrobianos
naturais. Um dos fatores que impulsionaram a busca por novas tecnologias de
conservacao relaciona-se ao fato de que as técnicas tradicionalmente utilizadas
possuem a desvantagem de poderem alterar o estado do alimento, com algumas
perdas nutricionais e organolépticas (MELO et al., 2005; LUCERA et al., 2012; SINGH,
2018).

Nos ultimos anos, tem crescido a preocupacgdo dos consumidores e a busca
por alimentos mais frescos e ou minimamente processados. Muitos acabam optando
por consumirem alimentos com poucos ou nenhum aditivo, sendo que 0s mais
comumente utilizados pelas industrias séo os sintéticos. Sao varios os tipos e funcgdes,
como: antioxidantes, umectantes, corantes e conservantes. Normalmente sao
adicionadas aos alimentos com o intuito de aumentar o tempo de prateleira,
intensificar ou modificar as suas propriedades sensoriais, desde que néo tenham fins
nutricionais. (FIB, 2010; ROMEIRO & DELGADO, 2013). No entanto, apesar de terem
0s seus beneficios, os estudos realizados ao longo dos anos tém mostrado que o0 uso
indiscriminado de aditivos sintéticos (como por exemplo, nitratos, benzoato, sulfitos,
sorbato, formaldeido, glutamato, etc.), podem causar danos a saude humana, desde
guadros alérgicos que podem se agravar a depender da hipersensibilidade da vitima,
a hipertensdo, AVC, insuficiéncia renal, dores de cabeca, predispor ao cancer,
deméncia, Alzheimer, dentre outros (PISOCHI et al., 2018).

Com a preocupacao frente aos danos causados pelo uso de aditivos sintéticos,

h4 também um outro problema que tem chamado bastante a atencdo dos
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pesquisadores, que é o desenvolvimento de microrganismos multirresistentes, devido
ao uso indiscriminado de antibidticos. Em decorréncia dessa preocupagdo com a
saude e busca por alimentos mais naturais, tem-se observado um aumento e interesse
por novos métodos de preservacdo, tais como a biopreservacdo e bioprotecdo

(BEMENA et al., 2014; PISOCHI. et al., 2018).

2.6 Biopreservacgao naindustria de alimentos

A biopreservacdo consiste na utilizagdo de conservantes naturais, também
denominados de aditivos naturais, com capacidade de oferecer produtos mais
saudaveis e seguros para a populacdo. Os antimicrobianos naturais sao metabolitos
gue podem ser produzidos a partir de trés tipos de fontes: animal, vegetal e microbiana
(fungos e bactérias) (SINGH, 2018). Esses compostos, possuem um amplo potencial
de atuacdo contra patdgenos de origem alimentar; no entanto, estes ndo devem
influenciar negativamente o microbioma do consumidor, devendo, portanto, 0 seu uso
ser assegurado por agéncias regulamentares (GANGULY, 2013; PISOCHI et al.,

2018; HAMMAMI et al., 2019).

2.6.1 Antimicrobianos de origem vegetal

Sao antimicrobianos provenientes de plantas comestiveis, medicinais e seus
derivados (6leos essenciais), que conseguem retardar ou inibir a acdo de bactérias,
leveduras e bolores. Esses compostos podem ser extraidos a partir dos 6leos
essenciais, sementes (cominho, erva-doce, salsa, etc), flores ou botbes (cravo),
bulbos (alho e cebola), folhas (alecrim, salvia, manjericdo, orégano, tomilho e

manjerona), cascas, frutos (pimenta e cardamomo), madeira e raizes de plantas. Na
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maioria das vezes séo utilizados com a fungcdo aromatizante e para incrementar o
sabor dos alimentos (TIWARI et al., 2009; FIB, 2010).

Os principais componentes dos 6leos essenciais com agdo antimicrobiana sao
0os compostos fendlicos, terpenos, éalcoois alifaticos, aldeidos, cetonas, acidos e
isoflavondides. Os 6leos com altos niveis de eugenol, aldeido cinamatico e citral sdo
considerados como antimicrobianos fortes (TIWARI et al., 2009; FIB, 2010).

Uma das desvantagens do uso do Oleo essencial como conservante e de
especiarias, € que eles ndo sdo tdo potentes quando aplicados sozinhos e podem
causar efeitos negativos quanto as caracteristicas sensoriais (principalmente do
sabor), quando adicionados em gquantidades consideradas suficientes para que se
obtenha o efeito antimicrobiano esperado.

A acdo dos agentes antimicrobianos acontece principalmente ao nivel da
membrana celular da bactéria, provocando danos estruturais e funcionais. Os
compostos atuam alterando a estrutura fosfolipidica da membrana celular,
interrompendo o sistema enzimatico o que compromete o material genético da
bactéria, formando compostos téxicos, como o peréxido de hidrogénio. Para que a
acao desses compostos seja eficaz, alguns cuidados devem ser tomados. Deve-se
atentar ao método utilizado para extracdo dos 6leos essenciais, fase de crescimento
e propriedades extrinsecas e intrinsecas do alimento, tais como: pH, teor em gordura,
proteina, 4gua, antioxidantes, conservantes, tempo e temperatura de incubacéo,
processo de embalagem e estrutura fisica dos alimentos (TIWARI et al., 2009; FIB,

2010; HYLDGAARD et al., 2012).
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2.6.2 Antimicrobianos de origem animal

A maioria destes antimicrobianos surgiu em decorréncia da resposta dos
mecanismos de defesa do préprio hospedeiro. Os mais conhecidos sao: pleurocidina,
lactoferrina, defensinas e protamina. Além de atuarem sobre as bactérias Gram-
positivas e negativas, eles também possuem atividades antifungicas e antivirais
(PISOCHI et al., 2018).

A pleurocidina € um composto presente na membrana mucosa da pele de
peixes da espécie Pleuronectes americanus (linguado). Esse agente consegue atuar
efetivamente contra Gram-positivos e Gram-negativos, como Vibrio parahemolyticus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Saccharomyces cerevisiae e
Penicillium expansum. J& as defensinas, sdo produzidas por vertebrados. Podem ser
encontradas em fagoécitos de mamiferos e células epiteliais de galinhas e conseguem
atuar sobre bactérias, fungos e virus (PISOCHI et al., 2018).

O leite constitui outra fonte de peptideos antimicrobianos. A casocidina,
presente no coalho, possui atividade antibacteriana, agindo contra Staphylococcus
spp., Sarcina spp., Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae e Streptococcus
pyogenes. A lactoferrina é outro peptideo antimicrobiano que age sobre bactérias
Gram-positivas e negativas, fungos, parasitas e virus. E usada como antimicrobiano
em uma variedade de produtos carneos, podendo atuar sé ou em associacdo com a
nisina. Outro componente que esta presente no leite é a lactoperoxidase, que atua
preservando a qualidade microbiolégica dos produtos lacteos (PISOCHI et al., 2018).

A lisozima é outra enzima antimicrobiana, encontrada na clara do ovo, no leite
e no sangue. Atua inibindo principalmente bactérias Gram-positivas, visto que as
Gram-negativas sdo mais resistentes devido a camada de lipopolissacarideo de sua

membrana externa. No entanto, a utilizacdo de agentes surfactantes e quelantes,
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como EDTA, podem sensibilizar a membrana deste grupo bacteriano (PISOCHI et al.,
2018).

A quitosana, obtida a partir de exoesqueletos de crustaceos e artrépodes,
possui acdo antifungica e antibacteriana. Contudo, a sua utilizacdo na preservacao de
alimentos tem sido restrita devido a sua baixa solubilidade em pH neutro e alcalino

(PISOCHI et al., 2018).

2.6.3 Antimicrobianos de origem microbiana — bacteriocinas

As bacteriocinas podem ser utilizadas de diferentes formas em alimentos.
Dentre elas, destacam-se: a inoculacdo da BAL (como cultura starter), ou protetora,
com potencial bacteriocinogénico no alimento (com producéo in situ), adicdo da
bacteriocina no alimento (purificada ou semi-purificada) com funcao conservante e uso
como ingrediente na formulacéo de alimentos (BEMENA et al., 2014).

Além de serem utilizadas com fungdes probibticas e bioconservantes em
alimentos, as bacteriocinas também apresentam grande interesse clinico e
farmaceéutico, pois podem auxiliar no tratamento de determinadas doencas causadas
pela E. coli enterotoxigénica e Campylobacter jejuni, possuem propriedades antivirais,
espermicidas e anticancerigenas (OGAKI et al., 2015; LOPETUSO et al., 2019).

Para que uma bacteriocina possa ser utilizada em alimentos, ela precisa
atender a alguns critérios. A cepa produtora deve ser reconhecida como Generally
Recognized as Safe (GRAS), possuir um amplo espectro de inibicdo de patdgenos,
ser estavel ao calor, possuir atividade especifica, ndo deve oferecer riscos a saude do
consumidor e a sua inclusdo nos produtos, deve promover efeitos benéficos como
maior seguranca, qualidade e proporcionar caracteristicas préprias ao produto. De

acordo com o alimento que se pretende trabalhar, é feita a escolha da bacteriocina
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mais indicada. Apesar do amplo espectro de acdo ser um dos beneficios mais
procurados, outros fatores também devem ser levados em consideragdo como: faixa
6tima de atuacg&o do pH, solubilidade e estabilidade (COTTER et al., 2005; GALVEZ
et al., 2007; RAMU et al., 2015).

Atualmente, as culturas protetoras e as bacteriocinas tém sido consideradas
como grandes promessas para garantir a qualidade e seguranca de alimentos
(HAMMAMI et al., 2019). Muitas bacteriocinas oriundas de BAL tém sido estudadas e
caracterizadas nao s6 para serem utilizados em alimentos, como também na pecuéria,
sendo que as mais conhecidas s&o: nisina, lacticina, enterocina, pediocina e
plantaricina. Dentre essas, a nisina € a que possui um maior destaque (ANANOU, et

al., 2008; OGAKI, et al.,2015).

2.6.4 Nisina

A nisina é amplamente utilizada em uma grande variedade de alimentos sejam
eles liquidos ou solidos, enlatados ou embalados, armazenados em ambiente frio ou
qguente. A sua aplicacéo pode ter diferentes objetivos, como: prevenir a deterioracao
por formadores de endosporos Gram-positivos (especialmente em alimentos
processados termicamente), inibir ou eliminar patdgenos. A utiliza¢do na industria se
da através da incorporacdo em filmes plasticos impregnados com a bacteriocina
(utilizados na embalagem de determinados alimentos) e também pode ser usada em
altas concentracdes na forma de spray ou banho para descontaminar uma superficie.
Além disso, ela pode ser utilizada na fabricagdo de queijo semi-duro e duro para
aumentar a fermentagéo, promovendo uma aceleragcdo da maturacdo e melhora no

sabor. O nivel de adicdo de Nisina depende do tipo de alimento, do tratamento térmico
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a que o mesmo sera submetido, do pH, das condi¢cdes de armazenamento e do seu
grau de viabilidade (COTTER et al., 2005; BEMENA et al., 2014).

O seu uso foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos para aplicacdes em alimentos, recebendo o status de GRAS em 1988. Essa
denominagéo indica que o produto quimico ou substancia adicionada ao alimento é
considerada segura pelos especialistas, pois foi submetida a testes comprobatorios
(BEMENA, 2014; FDA, 2019). Em 1969, a nisina foi aprovada pela OMS e, em 1995,
também foi autorizada a sua utilizacdo para preservacdo de alimentos na Unido
Europeia (BEMENA, 2014; OGAKI et al., 2015). Das 40 espécies conhecidas de
Lactococcus lactis subsp. lactis, 35 sintetizam essa bacteriocina (CLEVELAND et al.,
2001).

O mecanismo de acdo da nisina ocorre a nivel da membrana celular, onde h&a
um aumento da permeabilidade e formacao de poros, ocasionando a saida do material
intracelular. Em decorréncia desse extravasamento, a célula bacteriana afetada vai
perdendo energia, ocorrem distarbios funcionais que acabam culminando com a sua

morte (FANI, 2016).

2.6.5 Pediocina

Depois da nisina, a pediocina é a bacteriocina mais pesquisada. E sintetizada
por Pediococcus acidilactici e possui um potencial antimicrobiano importante frente a
linhagens de Listeria spp., em produtos carneos, sorvete e leite (VITOLA et al., 2018).
E estavel em solucdes aquosas, consegue atuar em uma ampla faixa de pH e possui
alta resisténcia ao aquecimento e ao congelamento (SILVA et al., 2018). E sensivel a

enzimas proteases gerais, como pepsina, papaina e tripsina (NIAMAH, 2018).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

24

2.6.6 Colicinas

Sao proteinas antimicrobianas produzidas endogenamente por bactérias
entéricas comensais no intestino humano. Sao instaveis ao calor, acido e digestédo
proteolitica. Em 2015, foram reconhecidas pelo FDA como antimicrobianos GRAS de
primeira classe. Essa decisao permitiu que ela passasse a ser utilizada no controle de
E. coli patogénica em frutas e vegetais e em 2017 também foram aceitas no controle
de produtos carneos pela FDA e United States Department of Agriculture (USDA).
Também né&o ha relatos de hipersensibilidades ou reacdes alérgicas devido ao uso

desta bacteriocina (LOBMANN et al., 2019).

2.7 Bacteriocinas: histérico, defini¢cdo, classificacdo, biossintese e transporte e

forma de acao

2.7.1 Histoérico

O primeiro registro sobre bacteriocinas se deu em 1925, com a descoberta das
colicinas, através de um estudo realizado por André Gratia onde foi testado o efeito
antagonico frente a diferentes linhagens de E. coli. Ja em 1953, outros pesquisadores
ao perceberem que esta acdo inibitéria ndo se limitava somente as substancias
produzidas por este grupo bacteriano, propuseram a denominacao “bacteriocina” para
as proteinas antimicrobianas produzidas por microrganismos Gram-negativos e Gram-
positivos (NASCIMENTO et al., 2008; OGAKI et al., 2015).

Em 1947, a nisina foi descoberta pelos pesquisadores Mattick e Hirsch. Ela foi
inicialmente purificada e comercializada na Inglaterra em 1953, sendo considerada

segura para uso em alimentos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1969.
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Na Europa, a nisina foi adicionada a lista de aditivos alimentares em 1983 e, em 1988,
nos EUA, o FDA autorizou seu uso em queijos processados. No Brasil, seu uso foi
autorizado na fabricacdo de queijos na concentracdo de até 12,5 mg/kg, em 1996

(NASCIMENTO et al., 2008).

2.7.2 Defini¢éo

Bacteriocinas séo peptideos antimicrobianos, produzidos nos ribossomos, que
possuem a capacidade de atuar contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Os organismos produtores sao imunes a sua propria bacteriocina, uma vez que
possuem mecanismos de imunidade especificos (CLEVELAND et al., 2001; OGAKI et
al., 2015). As bacteriocinas sao produzidas por bactérias Gram-positivas e negativas
e por algumas arqueas. Além disso, sofrem influéncia de fatores ambientais como
temperatura, pH e composicdo do meio de cultura (CHIKINDAS et al., 2018;
LOPETUSO et al., 2019).

A maior parte das bacteriocinas sao produzidas pelo filo Firmicutes, e em menor
escala, pelos filos Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria. Dentro do filo
Firmicutes, os metabdlitos produzidos pelas bactérias acido laticas sdo os de maior

interesse pela industria de alimentos (LOPETUSO et al., 2019).

2.7.3 Classificagéo

As bacteriocinas sao caracterizadas de acordo com as suas propriedades

fisicas, de estabilidade, estrutura quimica, tamanho molecular, modo de ag&o e o tipo

de microrganismo que a produz.
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Ao longo dos anos, a classificacdo das bacteriocinas vem sofrendo algumas
modificacdes e reclassificagdes. A classificacdo proposta neste trabalho foi a descrita
em JOHNSON et al. (2018). As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas
séo classificadas em 4 classes:

Classe | — Lantibioticos: Sao formados por peptideos pequenos (< 5 kDa de
baixo peso molecular) que sofrem modificacbes pés traducionais. Sao assim
denominados por conterem em sua composicdo 0 aminodcido Lantionina. Os
Lantibiéticos séo classificados em trés subgrupos: Classe la, que inclui os lantibiéticos
lineares com destaque para a nisina, a Classe Ib, que possui uma estrutura globular,
como a mersacidina, e a Classe Ic, que apresenta uma peculiaridade, pois requerem
dois ou mais peptideos para serem funcionais (Ex: lacticina).

Classe Il: Sao bacteriocinas que ndo contém em sua composicao a lantionina.
Sao compostos por pequenos peptideos ndo modificados (< 10 kDa) e subdivididos
também em trés subgrupos:

Classe lla: Sao peptideos (leucocina A, pediocina PA-1, enterocina A e sakacin
G) termoestaveis e ndo contém a lantionina e seus derivados. Este subgrupo chama
a atencao por causa de sua atividade contra L. monocytogenes. Sdo formadas por
pontes de dissulfeto, com presenca de cisteina em sua porcao terminal N. Essas
pontes de dissulfeto dao estabilidade a molécula e também aumentam a atividade
antimicrobiana.

Classe llb: Sdo formadas por dois ou mais peptideos ndo modificados para
induzir as atividades antimicrobianas. Agem sobre as membranas celulares das cepas
alvo. Fazem parte desse grupo, a enterocina 1071 (A e B) de E. faecalis BFE1071.

Classe llc: S&o formadas por um grupo heterogéneo de bacteriocinas (Ex:
enterocina EJ97 de E. faecalis EJ97) compostas por um Uunico peptideo néao-

pediocina, que possui varias formas de ac¢édo para matar as células-alvo.
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Classe lll (proteinas grandes): S&o formadas por proteinas grandes (30 kDa) e
termolabeis. Sdo denominadas de bacteriolisinas (endopeptidases). Através de sua
acdo enzimética, causam lise das paredes celulares de cepas suscetiveis. Elas foram
subdivididos em dois subgrupos:

Classe llla: Sédo consideradas como bacteriocinas liticas (25-35 kDa — Ex:
enterolisina A de E. faecalis) que atuam como uma enzima, atacando a camada de
peptidoglicano da parede celular em alvos bacterianos Gram-positivos suscetiveis,
causando morte celular.

Classe lllb: Sdo bacteriocinas produzidas por bactérias néo liticas, termolabeis,
que possuem modo de a¢do peculiar contra as células bacterianas suscetiveis. Estao
neste grupo: helveticina J, estreptococcina A-M57 e disgalacticina.

Classe IV (peptideos circulares - 5,5-7,5 kDa): sdo bacteriocinas circulares. A
enterocina AS-48 isolada de Enterococcus faecalis subsp. liquefaciens S-48 foi a
primeira bacteriocina isolada deste grupo. Também fazem parte deste grupo, a
saposina, gassericina A.

Entre todas essas classes de bacteriocinas, aquelas pertencentes a classe |,
e IV como nisina (disponivel no mercado como Nisaplin™ e Novasin™), Pediocina
(Alta™ 2341) e Enterocina AS-48, sdo amplamente utilizadas na preservacéo de

alimentos.

2.7.4 Biossintese e transporte

O produto inicial na biossintese da bacteriocina € uma forma biologicamente
inativa que consiste em um pré-peptideo (peptideo lider N-terminal e um pro-peptideo
(C-terminal). O peptideo lider mantém as bacteriocinas inativas antes de serem

exportadas da célula produtora (JOHNSON et al., 2018).
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Nos lantibiéticos, o pré peptideo possui residuos de serina, treonina e cisteina,
que sofrem modificacdo pds-traducdo em Lan/MeLan. Os pré-peptideos sédo
constituidos por uma sequéncia-lider de aminoacidos na regidao N-terminal, a qual €
removida durante a maturacdo da proteina (OGAKI et al.; 2015; JOHNSON, et al.,
2018).

As etapas que envolvem a maturacdo sdo: sintese do pré-peptideo; clivagem
subsequente em local especifico (onde ha a remocéo da sequéncia N-terminal) e a

exportacao para o exterior da célula.

2.7.5 Forma de acéo das bacteriocinas

O modo de acao varia conforme o tipo de bacteriocina. Os receptores primarios
das bacteriocinas sdo as moléculas lipidicas anibnicas, presentes na membrana
citoplasmatica. A ligacdo das moléculas da bacteriocina causa a formacgédo de poros
na membrana levando ao efluxo de ions e outras moléculas das células, causando
danos irrecuperaveis e morte celular (JOHNSON et al., 2018).

Nos lantibioticos, a estabilidade da formacao de poros é aumentada pelo lipideo
Il e o precursor de peptidoglicano que atua como molécula de docking (JOHNSON et
al., 2018).

Nas bacteriocinas de classe Il, a especificidade € determinada por moléculas
receptoras presentes na membrana celular. A formacao de poros pela bacteriocina
classe | segue o0 modelo de cunha, enquanto a bacteriocina classe Il segue como
“‘modelo de tapete”, onde as bacteriocinas se orientam paralelamente a superficie da

membrana e promovem a sua ruptura. (JOHNSON et al., 2018).
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2.7.6 Mecanismos de resisténcia desenvolvidos

Como uma forma de adaptacéo a situacdes adversas, frente a acdo do agente
antimicrobiano, as bactérias alvo também desenvolvem componentes para resistir a
essas bacteriocinas em exposicao persistente, levando a resisténcia. A bactéria alvo
pode escapar das bacteriocinas por neutraliza¢éo da carga negativa liquida da parede
celular, devido a acao enzimatica produzida por ela (KUMARIYA et al., 2019).

O uso combinado de mais de uma bacteriocina, pode ser vantajoso em relacao
a aplicacdo de apenas uma (especialmente para uso médico), reduzindo
significativamente a concentracdo inibitéria minima e consequentemente a dose
utilizada do composto. Apesar de serem largamente utilizadas pela industria, isso ndo
quer dizer que elas sao totalmente inofensivas. Algumas bacteriocinas e micotoxinas
tém sido associadas a hepatotoxicidade. Além disso, como sdo agentes
antibacterianos, também podem induzir, a exemplo dos antibiéticos, processos de
resisténcia por parte dos microrganismos alvos (KUMARIYA et al., 2019).

Levando em consideracdo a propriedade antibacteriana das bacteriocinas,
alguns pesquisadores tém especulado considera-las como da mesma classe dos
antibioticos. No entanto, apesar de atuarem como agente bactericidas, as
bacteriocinas sdo peptideos produzidos a partir de bactérias, enquanto os antibiéticos
sdo produzidos a partir de complexos multi-enzimaticos. Em comparacdo aos
antibiéticos tradicionais, as bacteriocinas possuem um espectro de acao estreito sobre

as bactérias (RAMU et al., 2015; KUMARIYA et al., 2019).
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2.7.7 Critérios de selecao e seguranca de bacteriocinas

Para ser utilizada na preservacéo de alimentos, a bacteriocina deve obedecer
a Varios critérios e pré-requisitos tais como: ndo causar danos a microflora intestinal
do consumidor, possuir um amplo espectro antibacteriano, resistir as enzimas
presentes nas matrizes alimentares e ser estavel ao tratamento térmico, além de atuar
em ampla faixa de pH e concentracéo de sal (JOHNSON et al., 2018).

Apesar de ter sido encontrado na maioria das bacteriocinas um certo grau de
citotoxicidade, percebeu-se que a concentracdo para que isto ocorra, € muito maior
que a quantidade inibitéria minima necesséria para atuar sobre os microrganismos
alvos (JOHNSON et al., 2018).

Para que as bacteriocinas sejam usadas como conservantes de alimentos,
precisam ser aceitas e aprovadas pelas agéncias regulatérias como aditivos
alimentares ou como substancias GRAS. Para isso, € necessario analisar o seu
histérico de uso como aditivos alimentares antes de 1958, ou se néo, a liberacdo deve

ser pelo do FDA descrevendo o uso proposto e sua seguranca, detalhes sobre as

formulacdes e explicar em que condicfes serdo utilizadas (JOHNSON et al., 2018).
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CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL) ISOLADAS DE
QUELJOS FRESCOS NAO INSPECIONADOS COMERCIALIZADOS EM
BOTUCATU, SAO PAULO

Marize Santiago Velame!
Otavio Augusto Martins?
Juliano Gongalves Pereira®

RESUMO

A utilizacio de BAL para obtencio de efeitos tecmologicos e sens metabolitos como
bioconservantes sfo altermativas promussoras fremte a uhblizacio de adifivos quimicos na
mdistna de alimentos. MNeste contexto, o objefive deste estudo foi avaliar o potencial
biotecnoldgico de BAT isoladas de 43 quetjos frescos comercializados em Botocatn — SP. As
amostras foram submetidas ao isolamento de BAL, & avaliagio da capacidade antagonista e a
testes confirmatorios para determinacio das melhores condiges de nmltiplicacio e producio
de bacteriocinas a 25 °C, 30 °C e 37 °C/24 b, estabilidade das bacteriocinas em diferentes pH
(2.4,6, 8 e 10 por 2 h) e temperaturas (60 “C/2 h; 80 °C2 k; 121 *C/15 mim). A attvidade
contra diferentes microrganismos também fiol avaliada, além da especificaciio das espécies com
potencial bacteniocinogémeo. Os resultados do potencial antagfnico, mostraram que todas as
cepas testadas foram mibidas em algum gran pelas BAL. Dos 108 1sclados testados, 17
possuiam a capacidade de produzir bacteniocinas. Houve maior atividade bacteniocinogénica
em temperaturas de 37 °C e 30 °C eem pH 2 e 6. 88,24% dos isolados, foram capazes de inibir
Listeria monocytogenes apos exposigio a diferentes temperaturas.

Palavras-chave: acido ltico; bacteniocina; bioconservante; capacidade antagonica; seguranga
de alimentos

CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID BACTERIA (LAB) ISOLATED FROM
FRESH NON-INSPECTED CHEESES MARKETED IN BOTUCATU, SAQ PAULO

ABSTRACT

The use of LAB to obtain technological effects and its metabolites as biopreservatives are
promising alternatives to the use of chemical additives in the food mdustry. In this context, the
aim of this study was to evaluate the biotechnological potential of LAB isclated from 43 fresh
cheeses sold in Botucatu - SP. The samples were submitted to BAL isolation, evaluation of
antagonist capacity and confirmatory tests to determine the best conditions for multiplication
and production of bacteniocins at 25 °C, 30 °C and 37 °C/24 b, stability of bacteriocins in
different pH (2, 4, 6, 8 and 10 for 2 h) and temperatures (60 °C/2 h; 80 °C/2 h; 121 *C/15 mum).
The activity agamst different microorganisms was also evaluated, in addition to specifying the
species with bacteriocinogenic potential. The results of the antagomistic potential showed that
all strains tested were inhibited to some degree by BAL. Of the 108 isolates tested, 17 had the
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ability to produce bacteriocins. There was greater bacteriocinogenic activity at temperatures of
37 °C and 30 °C and at pH 2 and 6. 88.24% of the isolates were able to inhobit Listena

monocytogenes after exposure to different temperatures.
Keywords: lactic acid; bacteniocin; bioconservative; antagonistic capacity; food safety

CARACTERIZACION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) AISLADAS DE
QUESOS FRESCOS NO INSPECCIONADOS VENDIDOS EN BOTUCATY, SA0
PAULO

RESUMEN

El uso de BAL para obtener efectos tecnoldgicos y sus metabolitos como bioconservadores son
alternativas prometedoras al uso de aditivos quimicos en la mdustria alimentaria. En ese
contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar el potencial bictecnolégico de BAL aisladas de
43 guesos frescos vendidos en Botucatu - SP. Las mmuestras se sometieron a aislamiento de
BAL, evaluacion de capacidad antagomista y pruebas confirmatorias para determinar las
mejores condiciones de multiplicacidn y produccion de bacteriocinas a 25 °C, 30 °Cy 37 °C/24
h, estabilidad de bacteriocinas a diferentes pH (2 4. 6. 8 v 10 durante 2 h) y temperaturas (60
°C/2 h; 80 °C/2 h; 121 °C/15 min). También se evalud la actividad frente a diferentes
micTeorgamsmos, ademss de especificar las especies con potencial bacteriocinogénico. Los
resultados del potencial antagdnico mostraron que todas las cepas probadas foeron inhibidas en
algin grado por BAL. De los 102 aislamientos probados, 17 tenian la capacidad de producir
bacteriocinas. Hube mayor actividad bacteriocinogénica a temperaturas de 37 °Cy 30°Cya
pH 2 v 6 88,24% de los aislados fueron capaces de inhibir Listeria monocytogenes tras la
exposicion a diferentes temperaturas.

Palabras clave: acido lactico; bacteniocina; bioconservante; capacidad antagonica; Seguridad
alimenticia

INTRODUCAQ

O queijo fresco € bastante apreciado pelos brasileiros por ser de baixo custo, saboroso e
prético de ser produzido. No Brasil, o leite utilizado na sua produgio deve ser submetide a
pasteurizagio ou tratamento térmico equivalente previamente, a fim de garantir a mocuidade
do produto so sendo permitida a utilizacio de leite cru quando o queijo passa pelo processo de
maturagio por pelo menos 60 dias, como € o caso do queljo Minas artesanal fabricado nas
regides das Sermras da Canastra, Serro e Salitre, em Minas Gerais (1-2). No entanto, o comércio
nformal de leite e derivados ainda é uma realidade em nnutas regides brasileiras (3.4,5).

Na roioria dox waras, 0 qoaijos slaborados de forma “cassirs™, ofio & base de leite oo,
que apesar do nisco existente quanto a patdgenocs de Importincia para a sande piblica como
Listeria monocytogenss, Salmonelln spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Micobacterium spp. @ Brucella spp., também sio compostos por uma microbiota autéctone rica
mnbax:t‘masamdnlﬂlmas{BEL} A maior parte das BAT. sfio seguras para o consumo humano
& desempenham fimgdes importantes para a producio de queijos, pols contribuem para a sua
maturagao, influenciam na textura, sabor e aroma do produto final, pedendo ainda serem usadas
na industria de alimentos como culturas ndciais ou starters, probidtices e como biopreservantes
(6.7.89.10,11).

A bioconservagio de alimentos consiste na utilizagio de mierorganismos benéficos ou de
sens metabolitos na tecnologia da producdo, tendo como resultade o aumento do tempo de
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prateleira e a seguranga microbiologica (12). Entre os microrganismos que podem ser utilizados
como bioconservantes, sobressaem-se as BAL que possuem a capacidade de produzir
substancias mbidoras do crescimento microbiano (7-8). Dentre as substancias produzidas pelas
BAL destacam-se as bacteriocinas (peptideos antimicrobianos) que possuem a capacidade de
atuar confra bacténas Gram-positivas e Gram-negativas (13-14). Quando combinadas com
outras substincias antimicrobianas ou tratamentos fisicos, as bacteriocinas podem ser aplicadas
como parte de uma tecnologia de bameira, com impacto positive na preservacio da qualidade e
mocuidade do produto (15-16).

Tendo em vista essa notoriedade das BAL e busca por novas alternativas bioconservantes,
o objetivo do presente trabalho foi molarBﬁmepotencm] antimicTobiano, determinar a
capacidade anfaginica frente a cepas de microrganismos patogénicos de inteTesse para a saide
piblica, avaliar a atividade bacteriocinogénica e determinar as espécies com potencial
bacteriocinogénico de queijos frescos comercializados em Botucatu - SP.

MATERIAL E METODOS

O pericdo de coleta das amostras ocomen entre § de Maio de 2019 a 14 de Fevereiro de
2020, somando um total de 43 amostras de queijos frescos comercializados informalmente.
Apos a aqumsigio, os queljos foram identificados e acondicionados em caixas isotérmicas a 4
°C até o momento da anilise, realizada no Laboratonio de Andlises Microbiclégicas do Servigo
de Onientagdo a Alimentacdo Pablica (SOAF) - UNESP.

O isolamento de BAL com potencial bacteriocmogénico foi realizado pela técmica
deserita por Todorov e Dicks (17) com algumas modificactes. Foram pesadas assepticamente
25 g da amostra de queijo fresco em um saco plastico esténl e adicionados 225 ml de solugio
salina a 0,85% para efetuar a diluigio da amostra. Homogeneizou-se no stomacher por 2 min,
sendo essa dilmgio considerada a 10*. A partir da dilwigio de 10, foram realizadas diluigdes
seriadas até a diluigdo de 10 em tubos contendo 9 ml. de solugdio salina a 0,85%.

Em placas previamente preparadas e idenfificadas, contendo agar De Man Rogosa e
Sharpe (Agar MES), foram moculados 0,1 ml. de cada dilmcio e com auxilio da alga de
Drigalski, o moculo foi espalhado por toda a placa de Petm até a sua total absorcio. Apds a
secagem, foi distribuida uma sobrecamada de dgar MES fimdido em cada placa. Apds a
solidificagio da sobrecamada, as placas foram colocadas em jarras de anaerobiose contendo

de atmosfera anaerdbica e incubadas em estufa a 30 °C por 72 b Placas contendo até
50 colonias foram selecionadas para testes posteriores.

Confirmagde de BAL

Foram realizadas a coloracio de Gram seguindo as recomendagdes do fabricante (kit de
coloragio de Gram) e a prova de catalase. Foram consideradas como caracteristicas de BAL (e
pAsSaram para as proximas etapas), as colonias que apresentavam padries de cocos ou bacilos
Gram-positivos e resultado negativo para a prova de catalase (12).

Awliocis da stfvidads sntagtnice de BAL pric mitodo *spet on ke Fn ™

0Oz 1solados foram submetidos & avaliacio do potencial de imibigio de patégenos e
deteriorantes, segundo Lewus e Montville (19), com algumas modificacdes. Em placas de Petri
ponizrulo dger MRS, faren pipetados 10 pL do caldo MRS contendo ma BAT. iscladas, sendo o
volume transferido para quatro pontes equidistantes. Apos absorgdo, as placas foram incubadas
a35°C por 24 h. Apés este periodo, foi realizada a sobrecamada com 10 ml de dgar BHI senu -
solido a 1% contendo 6 log UFC de L. monecytogenes ATCC 7644, Salmonella Typhimurnm
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ATCC 14028; Escherichia coli ATCC 8739, Lactobacillus sakei ATCC 15521, Pseudomonas
Jluorescens ATCC 13323, Staphylococcus aureus ATCC 235923 e Yersinia enterocolifica
ATCC 9610. Cada espécie incculada foi testada separadamente em placas contendo dgar MES.
Apos a sohidificacio, as placas foram novamente meubadas na estufa a 35 °C por mais 24 h
Foi realizada a leitura das placas com a medigio dos halos de imibigSio formados, com a
utilizagio de uma régua. As BAL que produziram halos de inibigie de no minimo 2 mm de
didmetro foram consideradas como potencialmente produtoras de bacteniocinas, sendo entio
submetidas aos testes de avaliagio da capacidade de producio de bacteriocinas como descrito
por Todorov e Dicks (20) e Pegoraro et al (11).

Avaliagio da atividade bacteriocinegénica de BAL - efeito antagénice do sobrenadante
Ivre de celulas (SLC) de BAL

05 1solados foram cultivados em caldo MES e incubados a 30 °C por 24 h. Apés a
meubagio, o caldo foi centnfogado a 14.000 x g por 15 minutos, obtendo-se assim o SLC. Apos
a obtencio, o SLC teve sen pH ajustado para 6.5 com NaOH 1M, para prevenir o efeito
mibitério em decorréncia da producio de dcido litico. Em sepuida, os tubos contendo os SLC,
foram tratados a 80 °C em um bloco aquecedor por 10 min, para inativar a acdo do perdxido de
hidrogénio (H:02) Apde ests procedimento fiod realizadn a técnlea “mpot on the lawn™
transferindo-se 10 ;decﬂmhmnhmmphmmmﬂummeﬂmm
realizada a sobrecamada com igar BHI contendo 6 log UFC de L. monocyfogenes ATCC 422
e 7644 {l:n.lu:rmga.mm mdicadores de produio de bacteniocina). As placas foram meubadas
2 35 °C par 24 h e apos este periodo foi realizada a leitura do tamanho dos halos de imibig3o,
sendo considerados pns1twns os SLC que produziram hales de inibigioe de no minime 2 mm de
didmetro frente aos microrganismos indicadores.

Confirmagdo da natureza proteica do SLC de BAL

Os sobrenadantes dos iselados confirmados na efapa anterior foram tratados com 0,1
mg/ml. de proteinase K e incubados a 30 °C por 2 h Em segmda, foram submetidos &
temperatura de 98 °C por 2 mun para inativacio da enzima Apds este procedimento, foi
realfendm @ tSamcs “spof on the lown™ onme descrito solarirments. A porde da stividede
antimicrobiana foi registrada como resultado positive para producio de bacteriocina,
confirmando a nafureza proteica. Os isolados confirmados nesta etapa, foram submetidos a
novos testes para a avaliacio da temperatura 6tima de produgio de bacteniocinas e efeito do pH
e da temperatura na sua produgio.

Temperatura stima de produgdo de bactenocinas ¢ diluigdo crifica

s isolados selecionados foram mcubados a 25 °C, 30 °C e 37 °C por 24 h em caldo
MES. Apds este periodo, o SLC fol preparado como deserito anteriormente. Em segmida, foram
submetidos a0 método de dilmigio critica em 10 mM Solugio Salina Tamponada com Fosfato
(PBS) em pH 6.5 (11-21). A atividade da bacteniocina contra L. monocyfogenes ATCC 7644 e
L. monocytogenes 422 fou testada usando o teste local de agar (20) e expressa em umdades
arbitefring (UAMmL), sendo calenlada como segne: ab » 100; onde "a™ corresponden ao fator de
dilulgio ¢ "™ a thdma Hiviclo qoe produozin kale de infbiclo de no minhno 2 mm. Nos testes
seguintes, foram utilizades os SLC a partir de isolados incubados na temperatura dtima de
produgso de bactenocinas.
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Efeito do pH sobre a produgdo de bacteriocinas por BAL

Foram produzidos SLC com ajuste de pH em diferentes valores (2, 4. 6. 8 e 10) utilizando
HCI 1N ou NaOH IN. Apés 1 h de incubagdo a 30 °C, os sobrenadantes foram neutralizados a
pH 6. tratados a 80 °C por 10 min e a atividade bacteriocinogénica determinada pelo método
de dilmgdo critica como mdicado anteriormente frente aos microrgamismos mdicadores (L.
monocytogenes ATCC 422 e 7644). As placas foram ineubadas per 24 h a 35 °C e avaliaram-
se as dilnigdes que produziram halos de inibicie. O resultado foi expresso em UA/mI.

Efetto da temperatra sobre a produgio de bacteriocinas por BAL

0s SLC foram incubados a 7 °C, 42 °C, 60 "C e 80 "Cpor 2 b, e a 121 °C/15 min. Apds
este periodo, o pH foi ajustado para 6, tratados a 20 °C por 10 min e a atividade
bacteriocmogénica determinada pelo método de dilmigio criica. O resultado foi expresso em
UA/mL.

Avaliagio do espectra de intbigie do SLC de BAL

Cada 5LC foi obtido e tratado como descrito anteriormente e testado contra os seguintes
alvos: Bacillus cerens NVH 0173/05 e 1600075-95, Escherichia coli ATCC 25922 e 8739,
Lactebacillus sakei ATCC 15521, Listeria monocyfogenes ATCC 506, 422 e 7644,
Preudomonas fluorescens ATCC 13323, Salmonella Thiphymurium ATCC 14028, Salmonella
Heidelberg, Serratia 16GB, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e 23923, Staphyloceccus
epidermidis ATCC 12228 e Yersinia enferocolifica ATCC 9610.

Placar com cercen de 6 log UPC/mL de cada micoorganiame foram preparadar & o "spot
on the lown® Jo BLC foi realizado. As placas foram incubadas nas melhores condigdes de
crescimento de cada microrgamismo alvo. Zomas de imibicde malores que 2 mm foram
consideradas como positivas.

A identificacio das espécies de BAL classificadas como produtoras de bacteriocinas, foi
realizada pelo laboratorio especializado, Qualileite da FMVZ/USP utilizando a técmica de
Matrix-assisted laser desorption/ionization fime-of-flight mass espectrometry (MALDI-TOF-
MS).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A diversidade de microrganismos presentes nos queijos, pode ser procedente de vinos
fatores, dentre eles da propria maténia prima (leite), das etapas de producio, armazenamento,
processamento e das condigbes higiénico sanitinias a que sdo submefidos. As BAL,
deaenmmhamfmmmpmﬁntesqmcmeumtmﬂommnpmmmdemhngmdn
quetjo, como também, pmporcmnam uma agio biloprotetora através da competicio por
mutnentes com micTorganismoes indesejavels (9-22).

Das 43 amostras de querjos frescos ndo mspecionados comercializados em Botucatu-SP,
foram isoladas 303 cepas suspeitas de BAT. Destas, 204 foram confirmadas pelas téenicas de
Gram e catalase. Dias 204 BAT, foram selecionadas 108 para o teste de antagomismo. Todos os
108 isolados apresentaram algum efeito antagénico frente acs microrganismos testados,
produzindo halos de mibigio de no minmo 2 mm de diimetro. O fato de haver attdade
antagonista da BAT contra patogencs é nnito relevante e tendo em vista que nem todas as cepas
sdo produtoras de bacteniocina, e que sen efeito inibitério pode estar ocorrendo em decorréncia
da producio de diferentes substincias, o SLC fo1 analisado para comprovar a natureza proteica
uma vez gue as bacteriocinas sio peptidecs de baixo peso molecular e permamecem no
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sobrenadante apos a centrifugacio. Deste modo, dos 108 1solados, 17 foram classificados como
produtores de bacteriocinas (Tabela 1).

A temperatura de armazenamento do queijo durante e apés a sua producdo, € um
mmportante fator que pode interfenr na qualidade do produto, podendo nfluenciar diretamente
tanto no crescimento das BAT. como no metabolismo e producio de bactenocmas (11). Fou
observado que nas temperaturas de 37 °C (exceto em 2 isolados - 22F e 37H) e 30 °C (exceto
em 4 isolados — 22G, 26E, 37H e 43A) a atividade bacteriocinogénica fol maior quando
comparada a 25 “C (Tabela 1).

Tabela 1. Temperatura otima de produgio de suobstincias imibidoras (em unidades
arbitranias/ml) por bacténas acido laticas (BAL) isoladas de quetjos frescos nio
inspecionados comercializados em Botucatu-SP.

Unidades Arbitrarias/mL

Cepa testada

25°C J°C 37°C
0B 200 1600 1600
20 800 800 1600
22! 400 1600 3200
22E 800 800 3200
442 200 800 =100
222G 1600 800 3200
26C 200 1600 1600
26D 800 800 1600
26E 1600 800 3200
I5F 800 800 1600
36A 200 800 1600
3a6C 400 800 1600
3TH 6400 800 3200
43A 6400 800 6400
43C 800 800 1600
43D 800 1600 3200
43E 800 1600 6400

Esse resultado foi semelhante ao encontrado por Bromberg et al. (23), que avaliaram
caracteristicas da bacteriocina produzida por Lactococcus lactis ssp. hordniae CTC 484 e sen
efeito sobre L. monocytogener na came bovina, tendo venificado que a producio foi maior a 37
°C comparativamente s demais temperaturas testadas (23 °C, 4 °C e -20 °C). Em seu estudo,
Todorov (24) também registron producie otima da bacteriocina produzida por Lacfobacillus
plantarum AMA-K apenas quandoe incubada a 30 °C ou 37 *C. Pegoraro et al. (11) e Todorov
e Dicks (25) obtiveram melhores resultados em 25 “C e 30 °C.

O pH também pode exercer uma influéneia importante na atividade da bacteniocina,
variando de acorde com a espécie produtora e o microrgamismo alve. No presente trabalho,
foram chservados que os pH que apresentaram maior atividade contra . monocytogenes ATCC

Velame MS, Martins AQ, Pereira JG. Caracterizacio de Bacterias Acido Laticas (BAL) isoladas de queijos frescos
ndo inspecionados comercializades em Bomcam, 530 Paulo. Vet. e Zootec. 2023; v30: 1-13.

37



155N Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 7

422 e 7644 na temperatura considerada ideal para a producio da bacteriocina foram 2 e 6. No
entanto, o pH 4 em 11 isolados, manteve a produgioe de bacteriocina constante ou aumenton um
pouco a sua atividade, quando comparada com os pH 2 e 6 aqui considerados como melhores
efeitos (Tabela 2). Segundo Paixfio (353), os isolados de BAL que apresentam taxa de
sobrevivéncia em pH 2 sio considerados como tendo boa resisténcia a acidos. Isso & mmportante
pols para sobreviver 4 passagem através do trato gastrointestinal humano e exercer a sua
atividade probidtica as BAL, devem ser capazes de suportar o ambiente hostil do suco gastrico
e dos sais biliares.

0 1solado 22F remstrou uma perda de atividade confra os micTorganismos alves dorante
o experimento. A perda de atividade também foi contabilizada em 14,7% (3 dos 34 isolados)
por Pegoraro et al. (11). Noonpakdee et al. (26) verificaram que apesar da bacteriocing WINC
20 ser ativa em amplos valores de pH (entre 2 e 10). a sua atnidade fou reduzida
significativamente em pH basico. Neste estudo, também observamos uma queda em 38 82%
(10 1solados) dos casos no pH 8 e 41,18% (7 isolados) no pH 10. Bromberg et al. (23) analisaram
os efeitos da atividade da bacteriocina CTC 424 em diferentes pH em amostras de came bovina
e registraram nivel maximo de atividade comespondendo a 1.600 UA/ml. em valores de pH
entre 2 e 4. Notaram que houve perda de 50% de sua atividade entre os valoresde pH 6a 9
de 75% no pH 10. Em pH 12 houve uma completa inativacio da atividade da bacteriocina.

Tabela 2. Efeito do pH na produgdo de bactenocinas (em unidades arbitrarias/ml ) produzidas
por bacténas acido laticas (BAL) iscladas de queijos frescos nio inspecionados

comercializados em Botucatn-SP. _

Cepa testada o pHL-:]j dldﬂpaﬁh;ﬁm&r:llf 5 S 10
20B 3200 300 1600 400 400
20C 3200 1600 1600 400 800
24 1600 1600 1600 800 1600
2E 3200 1600 1600 1600 1600
2F <100 =100 =100 <100 <100
26 1600 1600 200 400 1600
26C 1600 1600 1600 800 800
26D 800 800 1600 800 200
26E 800 1600 1600 1600 1600
3SF 800 800 1600 800 1600
364 1600 1600 800 800 1600
36C 800 1600 200 1600 1600
3TH 800 1600 800 800 800
13A 3200 200 1600 1600 200
13C 1600 1600 1600 800 1600
43D 1600 1600 200 1600 1600
13E 1600 400 1600 1600 800
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Além de inibirem o crescimento de microrganismos indesejavels, as bacteriocinas podem
ser utilizadas associadas ao tratamento térmico, uma vez gque muitas permanecem estivels
quando submetidas ac aquecimento (27). Quando analisados os efeitos da temperatura sobre a
atividade bacteriocinogémca do SLC, observamos que na maior parte dos casos, salvo algumas
excepdes, houve um decréscimo em relagio a atividade bactenocinogénica na medida em que
foram submetidas a temperaturas mais altas (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito da temperatora na produgio de bacteriocmas (em umdades arbitranias/ml))

produzidas por bactérias acido laticas (BAL) isoladas de queijos frescos nfo
inspecionados comercializados em Botucatu-SP.

c d Unidades arbitrarias/mL

€pa testada 7°C 12°C_ 60°C__ 80°C 121 °C
20B 3200 1600 1600 800 400
20C 1600 1600 1600 1600 1600
224 3200 3200 1600 800 200
1E 6400 3200 3200 800 1600
27F =100 =100 <100 =100 =100
16 =100 =100 <100 <100 =100
26C 1600 3200 3200 1600 1600
26D 1600 1600 1600 1600 200
16E 3200 6400 6400 3200 6400
35F 3200 3200 3200 1600 200
364 1600 1600 1600 800 1600
36C 1600 1600 1600 800 400
3TH 1600 3200 3200 800 1600
434 3200 3200 3200 1600 1600
43C 3200 1600 1600 800 200
43D 3200 6400 6400 800 1600
43E 3200 1600 1600 800 200

No caso dos SLC dos isolados 22F e 226G venficamos que nio houve efeito consideravel
da atividade independente da temperatura a que foi submetido (7 *C, 42 °C, 60 °C, 30 °C ou
121 °C) (Tabela 3). Isso pode ser em decorréncia da perda progressiva do poder de acio das
bacterioenas sobre as cepas alvo. No entanto, apesar do decréscimo observado, os SLC
produzidos a partir de 15 cepas de BAL (88 24%) foram capazes de inibir L monocytogenes
aposexposicdoa 7 °C, 42 °C, 60 °C, 80 *°C e 121 °C. Resultados semelhantes foram encontrados
por Pegoraro et al. (11) onde as bacteriocinas se mostraram ativas em 22 2% dos casos quando
expostas a temperaturas entre 7 °C e 80 °C e 11,2% mantendo seus efeitos mesmo apds serem
submetidas a temperaturas de esterilizacio. A atividade imbitoria da cepa WNC 20 de
Lactecoccus lactis produtora de misina estudada por Noonpakdee et al. (26), também ndo fod
destruida pela exposicio a temperatura elevada (121 °C) em pH 3, 56 sendo destruida com o
aumento do pH.

Quanto ao teste de espectro de acfo inibitério do SLC, ocorren imbicio frente is cepas
de L monocytogenes ATCC 506 (15 1sclados — Exceto: 22F e 22G), L monocytogenas ATCC
422 (11 1solados — Exceto: 22A, 36A, 36C, 3TH, 43A e 43E) e L monocytogenes ATCC 7644
(15 1solados- — Exceto: 22F e 22G). Os SLC de BAL foram capazes de inibir ambas as cepas
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de L. monocytogenes testadas. Ja para as demais cepas testadas, os 5L.C nio demonstraram
resultados satisfatdnios (sem formacgio de halo).

Besultados diferentes foram encomfrados por Pegoraro et al (11-28) gque também
analisaram amostras de queljos artesanais (do tipo colonial)} e obtiveram resultados satisfatonios
confra cepas Gram-positivas e negativas em 3 dos 34 1solados analisados. Apesar de ter um
efeito maior sobre as bactérias Gram-positivas, principalmente sobre L. monocytogenes e
Staphyloceccus aureus, as bacteriocinas tambeém conseguem atuar sobre bacténias Gram-
negativas como Escherichia coli, Salmemella Typhimmmm Shigelln dysenteriae,
Pseudomonas asruginosa e Elebsiella pneumoniae (23, 28, 29 30).

O grupo das BAL do género Enferococcus possui uma importincia consideravel no
processo de maturacio dos queijos e produtos cameos fermentados, uma vez que através das
suas agoes glicolificas, protecliticas e lipoliticas proporcionam caracteristicas desejaveds a estes
produtos. Memdlsm,algl.lmas nepassappmdnronsdgememclms,rﬁponmmpmmbn
bactérias deteriorantes e patogémicas. Através da técmica MATDI-TOF, foram detectadas as
seguintes espécies pertencentes a este grupo: Entmmj&mhs{mn]adm 364 e 36C),
Entgrococcus faecium (isolados 20B, 20C, 224, 22E 22F, 26C, 26D, 26E, 35F, 37H, 434,
43C, 43D e 43E) e Enterococcus durans (1solado 22G). As espécies encont[adas no presente
estudo, também foram detectadas em outras pesquisas de Bubat et al_ (31), Ouadghin et al. {32}
Lima et al. (33) e Castro (34). Apesar das BAL proporcionarem caracteristicas sensoriais
desejaveis e tnicas aos produtos, um aumento em grande proporgio de E fhecalis nio é
desgjavel, pois pode mndicar praticas inadequadas de higiene durante o processamento do
produto (34).

Sequndo Paixdo (33) e Azhar, Akbar e Sadiq (36) o5 Enferococcus spp. 1solados de fontes
alimentares nio estdo asmciadmainfecqﬁescﬁnicas,mentanm,ummndga]imm
portadores de bactérias resistentes a antibioticos € wma possivel causa da transferéncia dessa
caracteristica para a mucrobiota presente no hospedeiro. Denire as vanadas espécies
pertencentes a este grupo, o Enferococcus fascium tem sido utilizado como probidtico ou
cultura miciadora em produotos alimenticios, e tem demonstrado efeitos benéficos quando
uhlizados no tratamento da sindrome do mfestno wntavel, diarrela associada a anhbioticos,
regulacio immoldgica e controle do nivel de colesterol sérico em humanos. A Umo Europela
ja autorizou o uso de varias cepas de Emterococcus faecium para uso como aditivos em
alimentos e o Advisory Committee on Movel Foods and Processes (ACNEF) também aprovou
ouso da cepa E. faecium K77D em varios produtos lacteos fermentados como cultura mmeial.

O conhecimento da microbiota litica presente nos queljus,msmmmudnmpﬂpelm
desenvolvimento das caracteristicas tecnologicas do produto sio essencials para que haja a
melhoria e auxilio no desenvolvimento de noves fermentos liticos, promovendo assim uma
maior diversidade de queljos artesanais ().

CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados, foram detectadas espécies produtoras de
bacteriocinas que se mantiveram estivels mesmo apos serem submetidas a diferentes
temperaturas € pH. As bacteriocinas produzidas foram capazes de inibir o desenvolvimento de
bactérias patogémicas como L. menocytogenss.
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Tabela 1. Zonas de inibicdo (em mm) da avaliagdo preliminar da atividade antagonista de

bactérias acido laticas (BAL) frente a patdgenos (halos maiores que 2 mm foram consideradas

positivas).

Isolado de BAL SALM LM EC LB PF SA YE
2B 0 22,75 22,5 27,25 36,67 31,25 *
5F 24,75 21 0 23,5 20 0 *
5H 29 26 0 0 0 0 0
6A 0 21,5 20,75 24,75 29 21,25 *
6B 0 19 22 13,25 * 20 *
6E 27,75 18,75 22,5 14,25 22,75 31,75 *
6F 0 19,5 21,5 14,5 26 * *
6H 17 19 21,5 14,25 17 * *
9B 8,25 13,75 17,75 12,5 30 19,75 *
11A 13 0 15,75 18 0 23,5 *
13H 0 0 0 0 0 0 *
17B 22,25 17 23 9,25 19,25 32,75 *
17C 25,25 20,75 19 0 0 24 *
17E 22,5 21,5 20,25 15,75 25 24 *
17F 21,75 22 19 16,5 0 26 *
17H 24 22,75 20,75 16,25 28 22,5 *
17J 20,75 24 20,75 15,5 15 25,5 *
17K 20,5 24 21,25 15,75 12,5 24 *
18A 19 20,25 22 14,5 18,25 30,5 *
18B 19 22 21 10,5 * 30,5 *
18E 20,5 21,75 21 4,25 20,5 * *
18F 22,75 22 24,75 0 20,75 * *
18G 21,75 21 21 0 15 32,5 *
19B 20 18,75 21,25 23,5 0 * *
19E 22 26,75 0 24,75 0 0 *
19F 20,25 25 0,5 0 0 0 *
20B 15,5 19,25 18 13,75 11,75 23 *
20C 20,25 18,25 17 13,5 12,25 22,75 *
22A 21,75 22,25 13,75 17 5 24 *
22D 17,25 25 22,25 21,75 0 21,5 *
22E 30 39,25 18 17,75 11,25 25 *
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22F 28,5 31,5 27,5 22,75 0 32,75 *
22G 30,5 27 33 * 0 30,25 *
23C 21,75 19,5 19,75 11,5 15,75 26,75 *
23D 22,5 21,25 19,5 0 16 24,75 *
23E 17,75 23,25 20,5 0 13,75 33,75 *
23H 21 19,75 18 0 24,5 28,75 *
231 19 21,5 17 21,5 24,75 21,25 *
24C 28 3 1,25 18,5 0 21,5 *
24D 25,5 9 0,5 21 6 20 *
24E 22 4,25 0 19,25 0 0 *
24F 26,75 28 0 20,5 8 32 *
24G 19,25 0 0 4,25 0 9,75 *
24H 21 0 27,5 23,5 18,5 * *
26A 0 13,75 15,25 0 0 0 *
26C 18,5 21 19 0 0 * *
26D 22,25 22,5 23,75 18,75 19,75 * *
26E 20 21,5 19,75 15 0 23 *
26F 14,5 20 12,5 17,75 0 0 *
26G 15,75 23,25 0 17,75 12 20,5 15,5
28B 19,5 23 20,25 14,25 5 23,75 *
28C 21,75 22,75 21,25 15 27 24,25 *
28E 0 0 0 22,25 0 255 *
29A 16 16,25 18,5 12,25 14 28,75 *
29B 19,5 17,75 18,75 13,75 * 19,75 *
29C 13,75 15 16,5 9 0 32 *
29D 14,75 15 18,25 10,5 0 21 *
29E 14,75 16 17 11,25 0 18,75 *
29F 11,75 15,75 19 11,5 * 33 *
30A 19,75 21 22,75 14,25 0 42,25 *
30C 22,5 20,25 20,5 13,5 25,75 * *
30E 16,25 17,75 13,75 11,5 22,5 * *
30G 19 20,5 20,75 12,25 * * *
31J 21,5 20,75 19,5 0 15 * *
33G 18 22 18,25 23,25 12,5 29 *
33H 29 0 0 22,5 15,25 * *
341 24 19,5 17,75 0 34 29,25 *
34M 22,5 35 29,5 0 0 0 *
340 23,75 21,5 23,25 12 * 33,5 *
35A 18,5 21 23,75 12,5 10 38,5 *
35B 13,75 20,5 22 11,75 10 30,25 *
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35C 21,75 23 20,75 16 12 31,25 *
35D 21 25,5 23,5 11,5 * 33,25 *
35E 20,25 21,75 19,25 11,5 0 40 *
35F 17 21,25 18,25 11,75 0 * *
36A 19 22 17,75 12 10,25 * *
36C 18 17,5 18,5 0 21,5 * *
36D 0 19,75 19,5 21,75 28,5 33 *
36F 0 21,5 18,75 12,75 6 32,75 *
36G 22,25 23,75 20 0 22,5 31,75 *
37C 0 0 0 20,5 0 * *
37G 18,75 18,75 18,25 13 22 27,5 *
37H 14 20,75 19,5 12,75 22 28,5 *
38B 21,25 0 0 16,75 13,5 20,75 28,75
39F 31,25 8,5 11,75 0 7,75 0 12
39M 33 0 0 0 0 0 *
40A 32,25 28 20 22 15 * 19,5
40B 29,75 27 23,5 14 30 30 *
40C 33,25 29,75 20,5 10 30,5 36 *
40D 32,75 26,75 22 25,75 17,5 32 *
40E 37 28 22,5 11,5 31 34 *
40G 0 26 31 28,25 0 34,25 *
41B 0 0 0 0 0 0 *
41D 0 0 0 19,25 19,75 * *
41E 0 0 0 16,75 13,75 * *
41F 17 0 0 18,75 0 0 10,25
42A 27,5 23,75 19 22 29,33 27 *
42B 21 21,5 22,75 11 25,5 31,5 *
42C 24,5 18,5 20,75 8,5 28,5 28,25 *
42D 0 22,75 21,5 15 25 25,5 *
42E 0 22,5 20,25 15,5 * 33 *
42F 0 21 22,75 14 31 19 *
43A 21,25 21,25 18 0 0 * *
43B 22,5 20,25 22,25 11,25 29,33 27,75 *
43C 20,75 20,5 18,75 11 30 27,25 *
43D 17,5 20,5 20 11,25 22 28,25 *
43E 19,75 21,5 19 14,25 0 32 *
43F 245 20,25 20,5 11,5 0 27,5 *

A WNBR

*Inibicéo total de crescimento.

Legendas: SALM - Salmonella Typhimurium; LM - Listeria monocytogenes; EC - Escherichia coli; LB
- Lactobacillus sakei; PF - Pseudomonas fluorescens; SA - Staphylococcus aureus; YE - Yersinia
enterocolitica



1
2
3

48

Tabela 2. Temperatura 6tima de producdo de substéncias inibidoras (em unidades

arbitrarias/mL) por bactérias acido laticas (BAL) isoladas de queijos frescos nédo

inspecionados comercializados em Botucatu-SP.

Unidades Arbitrarias/mL

Cepa testada

25°C 30°C 37°C
20B 800 1600 1600
20C 800 800 1600
22A 400 1600 3200
22E 800 800 3200
22F 800 800 <100
22G 1600 800 3200
26C 800 1600 1600
26D 800 800 1600
26E 1600 800 3200
35F 800 800 1600
36A 800 800 1600
36C 400 800 1600
37H 6400 800 3200
43A 6400 800 6400
43C 800 800 1600
43D 800 1600 3200
43E 800 1600 6400
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1  Tabela 3. Efeito do pH na producdo de bacteriocinas (em unidades arbitrarias/mL)

2 produzidas por bactérias &cido laticas (BAL) isoladas de queijos frescos ndo

3 inspecionados comercializados em Botucatu-SP.

Unidades arbitrarias/mL

Cepa testada
pH 2 pH 4 pH 6 pH 8 pH 10

20B 3200 800 1600 400 400
20C 3200 1600 1600 400 800
22A 1600 1600 1600 800 1600
22E 3200 1600 1600 1600 1600
22F <100 <100 <100 <100 <100
22G 1600 1600 800 400 1600
26C 1600 1600 1600 800 800
26D 800 800 1600 800 800
26E 800 1600 1600 1600 1600
35F 800 800 1600 800 1600
36A 1600 1600 800 800 1600
36C 800 1600 800 1600 1600
37H 800 1600 800 800 800
43A 3200 800 1600 1600 800
43C 1600 1600 1600 800 1600
43D 1600 1600 800 1600 1600
43E 1600 400 1600 1600 800
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1 Tabela 4. Efeito da temperatura na producdo de bacteriocinas (em unidades

2 arbitrarias/mL) produzidas por bactérias acido laticas (BAL) isoladas de queijos frescos

3 néo inspecionados comercializados em Botucatu-SP.

Unidades arbitrarias/mL

Cepa testada
7°C 42°C 60°C 80°C 121°C

20B 3200 1600 1600 800 400
20C 1600 1600 1600 1600 1600
22A 3200 3200 1600 800 800
22E 6400 3200 3200 800 1600
22F <100 <100 <100 <100 <100
22G <100 <100 <100 <100 <100
26C 1600 3200 3200 1600 1600
26D 1600 1600 1600 1600 800
26E 3200 6400 6400 3200 6400
35F 3200 3200 3200 1600 800
36A 1600 1600 1600 800 1600
36C 1600 1600 1600 800 400
37H 1600 3200 3200 800 1600
43A 3200 3200 3200 1600 1600
43C 3200 1600 1600 800 800
43D 3200 6400 6400 800 1600
43E 3200 1600 1600 800 800
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Tabela 5. Determinacédo das espécies com potencial bacteriocinogénico
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NUmero da amostra

Espécie identificada

20B
20C
22A
22E
22F
22G
26C
26D
26E
35F
36A
36C
37H
43A
43C
43D
43E

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus durans

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium

Enterococcus faecium
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4 CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, verificou-se que
alguns dos queijos frescos comercializados em Botucatu, apresentaram em sua
microbiota BAL com importante capacidade de producao bacteriocinogénica,
que por sua vez sdo capazes de atuar inibindo o desenvolvimento de bactérias
patogénicas como L. monocytogenes.

E relevante ressaltar a importancia de serem realizados estudos
adicionais a fim de identificar e caracterizar as substancias antimicrobianas
produzidas com capacidade biotecnoldgica. Essa caracterizacdo detalhada é
importante ao se considerar a aplicabilidade dessas substéncias como uma fonte

alternativa para biopreservacgéo dos alimentos.
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6 ANEXOS

Normas de publicacdo

Condicdes para submissao

Como parte do processo de submissédo, os autores sao obrigados a verificar a
conformidade da submissédo em relacéo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que néo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos
autores.

LER ATENTAMENTE TODAS AS RECOMENDACOES!!!

E obrigat6rio no momento da submiss&o, o preenchimento de TODOS os dados
referentes a autoria (nome, e-mail, ORCID, Afiliacdo) na submisséo do artigo.

A norma utilizada para referéncias e citagbes ¢ a VANCOUVER, NAO ABNT.
As citacBes numéricas no texto devem ser em ordem crescente (1, 2, 3, 4, etc).
E necessario o encaminhamento em documentos separados, da contribuicdo de
cada autor na producédo do artigo, bem como uma declaracédo confirmando néo
haver conflito de interesses.

Caso envie um trabalho corrigido a pedido da assessoria, NAO inicie nova
submissdo. Anexe o trabalho corrigido na publicacao ja existente !!!

Responda todos os itens questionados pela assessoria, em oficio resposta,
al’em de anotar no novo texto, as alteracdes realizadas.

A contribuicao € original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacao por
qualquer outro periodico cientifico; caso contrario, deve-se justificar em
"Comentarios ao editor", no ato da submissao.

A contribuicdo serd aceita como original se ja estiver disponibilizada em
repositorio de preprints, desde que esteja indicada a respectiva URL, ou DOI, do
preprint.

O arquivo da submissao deve estar em arquivo editavel, formato Microsoft Word,
OpenOffice ou RTF.
N&o serdo aceitos arquivos em PDF.

O arqguivo a ser submetido devera conter Titulo, Resumo, e Palavras-chave, nos
idiomas portugués, inglés e espanhol.

Titulo, Resumo e Palavras-chave deverdo ser digitados no formulario de
submissdo em portugués, inglés e espanhol, independentemente do idioma do
texto.

No campo designado no formulario de submisséo, indicar o idioma do texto,
utilizando abreviatura de pt para portugués, en para inglés e sp para espanhol.
O titulo devera ser digitado no formulario em letras maiusculas. No texto, usar
fonte Times New Roman, tamanho 12, em negrito, centralizado, em letras
maiusculas e siglas em maiusculas.

No perfil de cada autor o campo URL devera ser preenchido com link para seu
Curriculo Lattes, caso tenha. Campo ORCID devera ser preenchido para todos
os autores. A filiagéo e titulagdo de cada um dos autores € obrigatéria e deve ser
adicionada somente no formulario de submisséo, e n&o no texto.

O texto deve estar com espacamento simples, fonte Times New Roman,
tamanho 12 e alinhamento justificado.
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Todas as citacbes no texto, bem como a lista de referéncias, devem estar em
ordem numérica crescente (1, 2 ,3, (...)) conforme exigido pela Norma
Vancouver.

Todas as Referéncias indicam, como ultimo elemento, os respectivos DOIs, ou
URLs dos textos completos onde foram disponibilizados. DOIs e URLs devem
ser links ativos para que leitor acesse texto completo a um clique. Excecao feita
apenas para referéncias nao disponiveis em texto completo na web.

Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacgao,
postar no OJS, como documento suplementar, o parecer da Comisséo de Etica
ou equivalente, onde devera constar a data de aprovagéo.

Deletar nas propriedades do documento a ser submetido todas as informacdes
de autoria, deixando como andnimo, para que autoria ndo seja identificada pelos
avaliadores.

O texto segue todos os padrbes de estilo e requisitos descritos nas Diretrizes
para Autores >
https://rvz.emnuvens.com.br/rvz/about/submissions#authorGuidelines

N&o serdo aceitos os artigos que ndo constem os metadados completos dos
autores, assim como alteracdes posteriores na revisdo estdo vetadas, salvo
excecdes com a permissao formal do Editor-Chefe do periddico.

Diretrizes para Autores

Desde 2019 aceitamos somente contribuicbes submetidas via sistema OJS
ARTIGOS ORIGINAIS

Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol, fonte Times New
Roman, tamanho 12, com espacamento simples, em negrito e centralizado, em
letras maiusculas;

Quando necessario, indicar a entidade financiadora da pesquisa, como primeira
chamada de rodapé. Indicar também no formulério de submissédo, no campo
especifico para indicar financiamento da pesquisa

Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacao,
postar no OJS, como documento suplementar, o parecer da Comisséo de Etica
ou equivalente, onde devera constar a data de aprovacao

Resumo, Abstract e Resumen deverao ser copiados/colados has caixas de texto
especificas de cada idioma, no ato da submisséo. Deverdo conter, no respectivo
idioma, no maximo 400 palavras cada um, com informacfes referentes a
introducdo, metodologia, resultados e conclusdes. O Abstract e o Resumen
deveréo ser traducao fiel do Resumo. Independente do idioma em que o artigo
for apresentado, devera conter o Resumo em portugués, inglés e espanhol.
Deverdo conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras clave
que identifiguem o contetdo do texto

A estrutura do artigo devera conter: Introducdo: deve ser clara, objetiva e
relacionada ao problema investigado e a literatura pertinente, bem como aos
objetivos da pesquisa. A introducdo estabelece o0s objetivos do
trabalho. Material e Métodos: deve oferecer informacdes de reprodutibilidade
da pesquisa, de forma clara e concisa, como variaveis, populacdo, amostra,
equipamentos e métodos utilizados, inclusive 0s
estatisticos. Resultados: apresentacao dos resultados obtidos, que devem ser
descritos sem interpretacfes e comparacdes. Podera ser sob a forma de tabelas,
em folha a parte, no maximo de cinco, ordenadas em algarismos arabicos e
encabecadas pelo titulo, identificadas no texto como Tabela; sob a forma de
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figuras, nos casos de gréficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas em
algarismos arabicos, até no maximo de seis, e citadas no texto como Figuras
inseridas no texto. Fotografias podem ser em preto e branco ou coloridas, e
também inseridas no texto. No caso de desenhos originais, 0 arquivo deve estar
em resolugcédo adequada, de qualidade. Discussé&o: deve ser entendida como a
interpretacdo dos resultados, confrontando com a literatura pertinente,
apresentada na introdugéo. Se julgar conveniente, os resultados e a discussao
poderdo ser apresentados conjuntamente. Conclusdes: é a sintese final,
fundamentada nos resultados e nos objetivos. Referéncias: devem ser
apresentadas de acordo com as normas Vancouver (http://www.icmje.org./)
Deveréao ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edi¢cao de textos,
Excel (qualquer versdo) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para
fotografias, desenhos e mapas. Formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espago
simples, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e pé de cada
pagina. Fonte Times New Roman, tamanho 12, e numeragdo consecutiva das
paginas em algarismos arabicos, a partir da Identificacéo.

Deverao também apresentar do lado esquerdo numeracdo nas linhas,
reiniciando a contagem a cada nova pagina. Nao devem exceder a 15 paginas.
Abreviaturas ndo usuais devem ser empregadas ap0Os escritas por extenso na
primeira utilizacéo

O arquivo a ser submetido devera conter apenas o Titulo, Resumo, Palavras-
chave, nos idiomas portugués, inglés e espanhol. Na sequéncia deverao estar
as partes do texto a partir da Introducédo. Os demais dados, de autoria, filiacao
etc., que serdo digitados em campos especificos do formulario de submissao,
ndo estardo disponiveis para os avaliadores. Por isso ndo deverdo constar do
arquivo a ser submetido

Deletar nas propriedades do documento a ser submetido todas as informacdes
de autoria, deixando como andénimo, para que autoria nao seja identificada pelos
avaliadores

ARTIGOS DE REVISAO SISTEMATICA

Os artigos de revisdo sistematica serdo publicados nas linguas portuguesa,
inglesa e espanhola, quando o autor apresentar contribuicao cientifica, relevante
na area especifica do assunto abordado. Deverdo conter: Titulo (portugués,
inglés e espanhol), resumo com palavras-chave, abstract com keywords e
resumen com palabras claves, introducdo, desenvolvimento do assunto,
conclusé@o e referéncias. Deverdo conter no maximo 20 péginas, bem como
devem ser revisfes sistematicas, informando na metodologia, quais 0s critérios
e bases de dados utilizadas para a escolha dos artigos.

Os artigos de revisdo devem ser convidados pelo Editor-Chefe, e os assuntos
abordados devem ser atuais do ponto de vista cientifico, e estado atual da arte.

RELATOS DE CASO

N&o devem ser estruturados como os artigos. Devem apresentar o titulo em
portugués, em inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com
keywords, resumen com palabras claves e referéncias. Devem conter no maximo
cinco paginas, trés tabelas ou figuras e 15 referéncias.

COMUNICACOES CURTAS
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Sao relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos originais, como,
por exemplo, resultados preliminares de uma pesquisa. Devem ser apresentadas
com, no maximo, cinco paginas, uma tabela e 10 referéncias. A estrutura deve
respeitar as normas para relatos de caso.

REFERENCIAS E CITACOES

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em
gue sao mencionadas no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto,
nas tabelas e legendas com nameros arabicos, entre parénteses, seguindo a
mesma sequéncia. Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo com
List of Journals Indexed in Index Medicus disponivel em: http://www.nlm.nih.gov

EXEMPLOS DE CITACOES

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucao fisiologica
para evitar 0 ressecamento (2).
Aulisa (2) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.
Udupa e Prasad (3) utilizaram osteoclasia manual do Umero sem imobilizacao.
Herbsman et al. (4) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.
O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).
O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias
diferentes (22-26).

EXEMPLOS DE REFERENCIAS

1 Artigo em Periddico
Autor(es) do artigo. Titulo do artigo. Titulo do peridédico abreviado. Ano de
publicacdo;volume(numero):pagina inicial-final do artigo.

Silva JJ, Carvalho DMG, Gomes RAB, Rodrigues ABC. Producédo de leite de
animais criados em pastos no Brasil. Vet Zootec. 2010;17(1):26-36.
Narasimhaiah M, Arunachalam A, Sellappan S, Mayasula VK, Guvwvala PR,
Ghosh SK, et al. Organic zinc and copper supplementation on antioxidante
protective mechanism and their correlation with sperm functional characteristics
in goats. Reprod Domest Anim. 2018;53(3):644-54.
Hopper K, Epstein SE, Fletcher DJ, Boller M. RECOVER evidence and
knowledge gap analysis on veterinary CPR. Part 3: Basic life support. J Vet
Emerg Crit Care. 2012;22 Suppl 1:526-43.

- Artigo de periédico com DOl (Digital Object Identifier)
Hall MB, Mertens DR. A 100-year review: carbohydrates—characterization,
digestion, and utilization. J Dairy Sci. 2017;100(12):10078-93. doi:
10.3168/jds.2017-13311.

- Artigo de peridédico na Internet
Autor(es) do artigo. Titulo do artigo. Titulo do periédico abreviado [tipo de midia].
Ano de publicagéo [data de citacdo];volume(nimero do fasciculo):pagina inicial-
final do artigo. Disponibilidade.
Kawase K, Ujiie H, Takaki M, Yamashita K. Clinical outcome of canine
cardiopulmonary resuscitation following the RECOVER clinical guidelines at a
Japanese nighttime animal hospital. J Vet Med Sci [Internet]. 2018 [cited 2020
Apr 13];80(3):518-25. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5880836/
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Sasahara THC, Rocha DW, Abdala FCM, Miglino MA, Rabello VC, Ruaro MA, et
al. Morphoquantitative evaluation of the heart of cutia (Dasyprocta agouti) and
capybara (Hydrochoerus hydrochaeris). Arg Bras Med Vet Zootec [Internet].
2020 [citado 15 Set 2020];72(5):1737-41. Disponivel em:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-
09352020000501737

Nota: para trabalhos consultados na internet (artigos, livros, capitulo de livros,
etc.) mencionar a data de acesso e 0 endereco eletrdnico. As expressodes “citado”
e “Disponivel em” devem seguir o idioma do artigo que esta sendo submetido a
revista, conforme exemplos:
-Artigo redigido em Portugués: [citado 10 Abr 2021] e Disponivel em:
-Artigo redigido em Inglés: [cited 2021 Apr 10] e Available from:
-Artigo redigido em Espanhol: [citado 10 Abr 2021] e Disponible en:

2 Livro
Autor(es) do livro. Titulo do livro. Edicdo (numero da edicdo). Cidade de
publicacao: Editora; ano de publicacao.

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de salde
para o controle da artrite-encefalite caprina. Sao Paulo: Cultura Académica;
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6th ed. St. Louis: Elsevier; 2016.

- Livro com Séries
Ogbourne CP. Pathogenesis of cyathostome (Trichonema) infections of the
horse: a review. Farnham Royal: Commonwealth Agricultural Bureaux; 1978.
(Miscellaneous Publication; n. 5).

- Livros na Internet
Autor(es) do livro. Titulo do livro [tipo de midia]. Edicdo (nimero da edic&o).
Cidade de publicacdo: Editora; ano de publicacdo [data de citacao].
Disponibilidade.

Paoletti MG, editor. Ecological implications of minilivestock: potential of insects,
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Sept 15]. Available from: https://woven-network.co.uk/wp-
content/uploads/2015/08/Paoletti-2005-BOOK-Ecological-Implications-of-
Minilivestock-Potential-of-Insects-Rodents-Frogs-and-Snails-1.pdf

3 Capitulo de livro

- Autor do capitulo é também o autor do livro no todo.
Autor(es) do livro. Titulo do livro. Edicdo (numero da edi¢do). Cidade de
publicacdo: Editora; ano de publicacdo. Titulo do capitulo; pagina inicial-final do
capitulo.

Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades infecciosas dos mamiferos domesticos.
2a ed. Rio de Janeiro: MEDSI; 1992. Estafilococias em geral; p. 91-103.
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Karger; 2005. Chap B, Different colon diseases with chronic constipation; p. 3-
32.



00O NO UL B WN P

U b B PP, PEDBHEWWWWWWWWWWNNNNNNNNNNRERPRRERPRRRRRRPR
cuwvwooNOCTULPWNPRPRPROOONOUUPAWNEREROOONOULPEWNPRPRPROOOKNOULEWNEREOO

70

- Autor do capitulo é diferente do autor do livro
Autor(es) do capitulo. Titulo do capitulo. In: Autor(es) do livro. Titulo do livro.
Edicdo (numero da edicdo). Cidade de publicacdo: Editora; ano de publicacao.
namero do capitulo (se houver), pagina inicial-final do capitulo.
Hochleithner C, Holland M. Ultrasonography. In: Mader DR, Divers SJ, editors.
Current therapy in reptile medicine and surgery. St. Louis: Saunders; 2013. Chap.
10, p. 107-27.
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Withrow and MacEwen's small animal clinical oncology. 5th ed. Philadelphia:
Saunders; 2013. p. 194-7.
Grego KF, Albuquerque LR, Kolesnikovas CKM. Squamata (Serpentes). In:
Cubas ZS, Silva JCR, Catéo-Dias JL. Tratado de animais selvagens: medicina
veterinaria. 2a ed. Sdo Paulo: Roca; 2014. v. 1, p. 186-218.

- Capitulo de livro na Internet
Autores do capitulo. Titulo do capitulo. In: Autor(es) do livro. Titulo do livro [tipo
de midia]. Edicdo (numero da edicao). Cidade de publicacdo: Editora; ano de
publicacéo [data de citacdo]. Numero do capitulo (se houver), pagina inicial-final
do capitulo. Disponibilidade.
Taylor MA, Coop RL, Wall RL. Parasitologia veterinaria [Internet]. 4a ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan; 2017 [cited 2021 Mar 4]. Parasitas de bovino; p.
343-423. Available from:
https://integrada.minhabiblioteca.com.br/#/books/9788527732116/cfi/6/46!/4/2
@0:0

Li RW, Gasbarre LC. Gene expression in the bovine gastro-intestinal tract during
nematode infection. In: Lamann GV, editor. Veterinary parasitology [Internet].
New York: Nova Biomedical Press; 2010 [citado 4 Mar 2021]. Chap. 6, p. 157-
78. Disponivel em: https://www.pdfdrive.com/veterinary-parasitology-
d25328227.html

4 Organizagao como autor
Nome da organizacdo, instituicdo. Titulo da publicacdo. Cidade de publicacéo:
Editora; ano de publicacao.

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento
de Vigilancia Epidemiol6gica. Manual de vigilancia e controle da leishmaniose
visceral. Brasilia: Ministério da Saude; 2006.

- Em meio eletrénico
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Pecuéaria 2011 [Internet]. Rio de
Janeiro: IBGE; 2011 |[citado 15 Out 2016]. Disponivel em:
http://www.ibge.gov.br/estadosat/temas.php?sigla =am&tema=pecuaria2011
World Health Organization. Food safety [Internet]. Geneva: WHO; 2019 [cited
2021 Mar 3]. Available from: www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/food-
safety

American Veterinary Medical Association. Senior pets [Internet]. Schaumburg:
AVMA,; 2018 [citado 4 Abr 2019]. Disponible en:
www.avma.org/public/PetCare/Pages/Senior-Pets.aspx

5 Teses, dissertacdes e outros trabalhos académicos
Autor. Titulo do trabalho [tipo de conteudo]. Cidade (Estado): Instituicdo onde foi
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apresentada; ano de defesa do trabalho.
Vilella LDM. Producé&o de insetos para uso na alimentacédo animal [trabalho de
conclusdo de curso]. Porto Alegre: Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul; 2018.
Mortari AC. Avaliagdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso
para reparo do diafragma pélvico: estudo experimental em céaes
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Universidade Estadual Paulista; 2004.
Martins NS. Epidemiologia e controle de nematddeos intestinais em equinos da
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Biologia, Universidade Federal de Pelotas; 2018.

- Teses, dissertacdes e outros trabalhos académicos na Internet
Autor. Titulo do trabalho [tipo de contetdo e midia]. Cidade (Estado): Instituic&o
onde foi apresentada; ano de defesa do trabalho [data de citag&o].
Disponibilidade.

Palumbo MIP. Potencial evocado visual por flash em caes, ovinos e quinos [tese]
[Internet]. Botucatu (SP): Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista; 2014 [cited 2021 Mar 3]. Available from:
https://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/123708/000831505.pdf?seq
uence=1&isAllowed=y

Nota:
N&o é necessario colocar o estado para as capitais.

6 Artigos apresentados em congressos, reunifes, seminarios etc
Autor(es) do trabalho. Titulo do trabalho apresentado. In: Anais ou Proceedings
do numero e titulo do evento; data do evento; cidade do evento. Cidade de
publicacdo: Editora ou responsavel pela publicacdo; ano de publicacdo. Pagina
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30 Congresso Nordestino de Producdo Animal; 2004; Campina Grande
(PB). Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p. 1-3.
Nunes EAC, Patricio PFMM, Patricio LAMM, Andrade ARS, Brasil KQ. Andlise
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[Internet]. Piracicaba: Milkpoint; 2004 [cited 2004 Jan 16]. Available from:
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santos/endometrite-subclinica-em-vacas-leiteiras-17646n.aspx

8 Documento Legal
Jurisdicdo (Pais). Titulo da lei (ou projeto, decreto...), data de aprovacao.
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Ementa. Dados da publicacdo. (Local: Editora ou responséavel pela publicacao;
ano)

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA. Instrucéo
Normativa n° 26, de 9 de Julho de 2009. Regulamento técnico para a fabricacao,
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22 Jul 1965; Sec. 1, p. 6954.

9 Artigo em Jornal
Autor do artigo. Titulo do artigo. Nome do jornal. Data; Secéo:pagina (coluna).
Naves P. Lagos andinos d&do banho de beleza. Folha de S&o Paulo. 28 Jun 1999;
Folha Turismo:2 (Cad. 8).
Tynan T. Medical improvements lower homicide rate: study sees drop in assault
rate. The Washington Post. 2002 Aug 12;Sect. A:2 (col. 4).

10 Material nao publicado (a ser publicado)
A National Library of Medicine sugere usar o termo: Forthcoming (usa-se a
expressao “Forthcoming” para todas as formas de publicacdo adiantada - artigos
em fase de publicagéo, no prelo, in press, ahead of print, online first, entre
outros).

Fraga MFP, Malheiros CA, Yokota ME, Stefano DV. Injecdo endocépica
intragastrica da toxina botulinica com tratamento paliativo na obesidade morbida.
Modelo experimental em coelhos. Arq Med Hosp Fac Cienc Med Santa Casa
Sao Paulo. Forthcoming 2004.
Tian D, Araki H, Stahl E, Bergelson J, Kreitman M. Signature of balancing
selection in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci U S A. Forthcoming 2002.

Para outros exemplos recomendamos consultar as normas “Citing Medicine” da
National Library of Medicine, disponivel
em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=citmed

Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo com List of Journals
Indexed in Index Medicus disponivel em:
https://www.ncbi.nim.nih.gov/nimcatalog/journals/

Artigos Originais

Devem ser elaborados de acordo com as normas da RVZ. A estrutura do artigo
dever4 conter introducdo, material e métodos, resultados que pode ser
apresentados de forma descritiva sob a forma de tabelas e figuras. Deve conter
ainda sessao de discussdo e as conclusdes, bem como as referéncias que
devem ser de acordo com as normas Vancouver.

Artigos de Revisao

Deve ser elaborado apresentando carater descritivo discursivo. Poderdo ser
publicados na lingua portuguesa, inglesa e espanhola. Deve ter formulagao clara
de um obijetivo cientifico, com argumentacao ldgica, critica te6rico-metodologica
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dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Deverdo conter titulo em
portugués, inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com
keywords e resumen com palabras claves, introducéo, desenvolvimento do
assunto, conclusao e referéncias. Deverdo conter no maximo 20 paginas e 60
referéncias.

Relatos de Casos

Devem ser considerados casos interessantes e que se adéquem ao escopo da
RVZ. N&o devem ser estruturados
como artigos. Devem conter titulo em portugués, inglés e espanhol, resumo com
palavras-chave, abstract com
keywords, resumen com palabras claves, o relato do caso e as referéncias, com
no maximo cinco paginas, trés
tabelas ou figuras e 15 referéncias.

Comunicacdes Curtas

Sao considerados relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos
originais, como por exemplo resultados preliminares de uma pesquisa. Devem
conter no maximo cinco péaginas.
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Creme de

Titulo Metodolog | Tipos de | Regifes Localidade Grau de Frequénc Conhecimento Conhecime Local de Conhecime | Autoria
ia alimento do pais onde escolarida . iade sobre produtos nto sobre o compra x nto sobre
S abrangid | residem os de Habitos de consumo consumidos significado relacdo de beneficios
envolvid as no entrevistad consumo ) dos compra do
0s nas estudo 0s (clandgstlnos X | simbolos de consumo
pesquisa legalizados) inspecao do leite na
s (Preferénci dieta e aos
as) perigos
inerentes
Perfil do | Questionari Leite Sul Regido 1° grau 89 % - Leite (N° N&ao sabem N&ao sabem Supermercad - (JUNIO
consumid o] urbana (4,4 %) Consumo de vezes/ | diferenciar (25,5 identificar 0 (72,7 % - Consideram | R et al,
or g/ou (72,9 %) (96,2 %) R regular de semana) % — leite cru x (34 %) confiabilidade | um alimento | 2020)
brasileiro (ferramenta | derivados Sudeste: 2° grau leite fluido: pasteurizado) ) saudavel
e habitos Google o (19,2 %) Sabem (66 (85,4 %)
- 13,6 % . )
de Formulario ' Regido Ensino - UHOT 1x (188 7% %) Pa(l)darle} (§,3
consumo s) Centro rural: (3,8 Superior (83.5%) %) Ja consumiram, % - facl
de leite e Oeste: %) (53,3 %) -em po . acesso) - Acreditam
derivados . 6.7% (21,1%) 2x (11,7 queno Feira (3,3 % que o leite
Periodo: %) clandestino
23 de abril Nordeste: i valor do pode
a 04 de 53% Pasteurizad 3x 0(/14’5 produto) tr;gznnll;lr
maio de Norte: 1,5 0 (18%) ) doenca
2018. % - Leite cru ( 4x (6,8 (70.8%)
N = 2.052 7,3%) %) e
respostas
Derivados: | °X (10 %)
- Queijos
(92,3 %) > Bx
Leite semana
(38,2%)
condensado
(83,6 %)
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leite (83,1
%)

Manteiga
(81,3 %)
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Perfil do | Formulario Leite e Maringa - Domicilios 1° grau Leite: Leite: Conceito néo Conceito UHT - Conceito (PEREI
consumido | s (inlocoe | derivados PR maringaens (2,4 %) UHT (64.4 At 2 abordado no nao Supermercad nao RA et
r de leite e | Ferramenta es g0 ) 0/( ’ 1766 0;( estudo abordado o (praticidade abordado al.,2018)
derivados Google 1892ra0/u %) (17,6 %) no estudo e tempo de no estudo
no Formulario (18,2 %) - 3 a 4x armazenamen
s i i to
Municipio ) SEnsm.o Pasltiuzrli/ad (17,6 %) )
de 7t;p§r‘|;)r 0(11.2%) 5 a 6x * Principais
Maringa, ] (193%) | em pé (2,1 | (14,6 %) fatores
Periodo: ’ ’ :
PR ) %) determinantes
maio a d .
setembro © compra.
de 2016 Todos os preco (31,6
Queijo: | dias (46,5 %), qualidade
N =328 %) (24 %) e
beneficios a
saude.
Queijo:
Até 2x
(35 %)
3adx
(31,6 %)
5a 6x
(16,7 %)
Todos os
dias (10,3
%)
Perfil do | Questionari Leite Juazeiro - | Residéncias | Conceito -Em po Consum Desconheciment Conceito Leite cru: Sabem da (ZzOCCH
consumido 0s BA Juazeirence néo (46,1 %) o deleite | o de qualquer lei néao recebem nas | existénciade | E et
r de leite S abordado HT (1 no geral: de proibicédo da abordado residéncias doencas al.,2013)
no no estudo -U O/( 95 venda de leite no estudo (51,38 %) transmitidas
municipio Periodo: %) ) T°‘?°S cru (86,11%) pelo leite
de Setembro Leite cru os dias Mercado,
; i 71,23% adaria, 55,65 %
Juazeiro — | de 2009 a 135%) | ¢ ) P ( )
; . . vizinhanga e 5
Bah'? — | Janeiro de - Desconheciment fazenda N&o sabem
Brasil 2010 o Consumo | o sobre a origem o (44,35 %)
Pasteurizad - 4o leit (48,62 %)
N =534 0 1.5 %) esporadic o leite cru
' (83,33 %)

residéncias




(~1922
pessoas)

(o]
(24,51%)

Leite cru:

1x (7,84
%)

2x (27,45)
3x (11,78
%)

A cada 15
dias (9,8
%)

Todos os
dias
(43,13 %)

Confiavam no
entregador/vende
dor do leite cru
(86,11%)

ressaltar o
fato de
somente
2472
(33,33%)
respondere
m
positivament
e para o
conheciment
0 sobre
alguma
doenga que
o leite pode
causar e
48/72
(66,66%)
nao
conhecerem
nenhuma
doencga.

*Consumo
direto de
leite cru
(31,94%)

Producéo
de
derivados e
outros
alimentos
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com leite
cru (62,5%)

Perfil do | Questionari Leite Petrolina | Residéncias | Conceito -Emp6 (34 | Consum Desconheciment Conceito Leite cru: Sabem da (LIRO;
consumido 0s -PE de Petrolina néo %) o de leite | o de qualquer lei néo recebem nas | existéncia de | GRANJ
r de leite abordado ) no geral: de proibicdo da abordado residéncias doencas A
- Leite cru : it ZOCCH
no Vale do no estudo 26.6 % venda de leite no estudo (38 %) transmitidas
Rio Sao Periodo: (26,6 %) - Todos cru (91 %) pelo leite E, 2011)
S b ) UHT (17.7 os dias Mercado,
Francisco, etembro ) ar (77,1%) padaria, (60,7 %)
de 2009 a %) .
Pernambu . vizinhanga e 5
. - Desconheciment f d N&o sabem
co Janeiro de - : azenda o
. Consumo | o sobre a origem o (39,3 %)
2010 Pasteurizad sdic | do leit 54.2 (54,83 %)
2.6 %) esporadic o leite cru (54,
N = 583 0% 0 (14,5%) %)
residéncias
(~2122
pessoas) Leite cru: Confiavam no
entregador/vende
Ix 0(13'5 dor do leite cru
%) (65.8 %)
2x (17 %)
3x (19,5
%)
A cada 15
dias (3,4 *Consumo
%) direto de
leite cru (40
Todos os %)
dias: .
(42,4 %) Producéo
de
derivados e
outros
alimentos
com leite
cru (37,41

9%)
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***Producéo
de queijos
(2,58 %)
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1  Figura 1. Fluxograma das etapas analiticas.
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