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RESUMO

A producédo de alimentos minimamente processados e a reducao do uso de aditivos
quimicos tem sido uma tendéncia das industrias para atender o mercado
consumidor, que busca alimentos mais saudaveis. Todavia, os produtos lacteos sao
excelentes meios para 0 crescimento de microrganismos patogénicos e/ou
deteriorantes. Estudos relatam que as bactérias laticas (LAB) probidticas
adicionadas em produtos lacteos fermentados produzem componentes organicos
antimicrobianos, que podem atuar como inibidores de crescimento desses
microrganismos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antimicrobiano in vitro
de bactérias laticas comerciais (Lactobacillus casei Lc-1 e Lactobacillus acidophilus
La-5) sobre leveduras (Debaryomyces hansenii var. fabryii, Candida edax,
Cryptococcus albidus e Cryptococcus laurentii) e em bebidas lacteas. A atividade
antimicrobiana in vitro das culturas La-5 e Lc-1 foram avaliadas em trés testes: 1)
células probidticas, 2) sobrenadante livre de células e seu concentrado, 3)
sobrenadante neutralizado e seu concentrado neutralizado. No teste in situ foram
produzidas bebidas lacteas fermentadas por La-5 e Lc-1 inoculadas com C. albidus
e Lc-1 somente inoculada com C. laurentii. Nas bebidas lacteas foram realizadas
analises fisico-quimicas, para determinar os teores de sélidos totais, pH, acidez
titulavel, e microbiolégicas para verificar a viabilidade das bactérias laticas, durante
60 dias de estocagem refrigerada. Os ensaios com células em diferentes
concentracfes nao apresentaram atividade antimicrobiana. O sobrenadante livre de
células, sobrenadante concentrado, sobrenadante neutralizado e sobrenadante
concentrado neutralizado de La-5 e Lc-1 apresentaram atividade antimicrobiana
sobre C. albidus, e Lc-1 também para C. laurenti. A presenca da levedura
influenciou o valor de pH e a acidez durante a estocagem refrigerada, além de
interferir no tempo de fermentag&o. Houve inibicdo do crescimento da levedura nas
bebidas lacteas fermentadas. O efeito antimicrobiano das bactérias laticas
probidticas La-5 e Lc-1, observado in vitro e in situ, apresentam mecanismos
diferentes. As culturas probi6ticas comerciais La-5 e Lc-1 podem ser utilizadas como
bioconservantes de produtos lacteos, oferecendo produtos seguros com ampla vida
de prateleira.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, probidticos, bebida lactea.



ABSTRACT

The production of minimally processed foods and the reduction of the use of
chemical additives has been a tendency of industries to meet the demand of the
consumer market that seek healthier foods. However, dairy products are an excellent
media to the growth of pathogenic and/or deteriorating microorganisms. Studies
report that lactic acid bacteria (LAB) probiotic added in fermented dairy products
produce antimicrobials organics components, which can act as inhibitors of the
growth of these microorganisms. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial effect in vitro of commercial lactic acid bacteria (Lactobacillus casei Lc-1
and Lactobacillus acidophilus La-5) against yeasts (Debaryomyces hansenii var.
fabryii, Candida edax, Cryptococcus albidus and Cryptococcus laurentii), and in whey
beverage. The in vitro antimicrobial activity of cultures La-5 and Lc-1 were evaluated
in three tests: 1) probiotic cells, 2) cell-free supernatant, concentrated supernatant, 3)
neutralized supernatant and neutralized concentrated supernatant. The in situ study
produced whey beverages fermented by La-5 and Lc-1 and inoculated with C.
albidus and only Lc-1 inoculated with C. laurentii. In whey beverages samples,
physicochemical analysis to determine the total solids, pH, acidity and
microbiological characteristics to verify the viability of lactic acid bacteria during 60
days of refrigerated storage were carried out. The tests with cells in different
concentrations did not show antimicrobial activity. The cell-free supernatant,
concentrated supernatant, neutralized supernatant and neutralized concentrated
supernatant of La-5 and Lc-1 showed activity against C. albidus and Lc-1 against C.
laurentii either. The presence of the yeast influenced the pH and acidity during
refrigerated storage, and affected the fermentation time. There was inhibition of
growth of yeast in fermented whey beverages. The antimicrobial effect of lactic acid
bacteria probiotic La-5 e Lc-1 was observerd in vitro and in situ, have differents
mechanisms. The commercial probiotics La-5 and Lc-1 may be used as bio-

preservatives products, offering safe products with a wider shelf life.

Keywords: antimicrobial activity, probiotic, whey beverages.
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1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, tém aumentado o interesse dos consumidores por produtos
saudaveis, menos processados, sem conservantes, com ampla vida de prateleira e
propriedades terapéuticas. A demanda tem chamado a atencdo das industrias,
fazendo com que estas busquem novas tecnologias para garantir ou ampliar o
mercado.

Os alimentos funcionais sao fontes ricas em nutrientes que proporcionam ao
consumidor beneficios a saude, resultando em elevada demanda no mercado. As
bebidas lacteas probidticas estdo incluidas entre os alimentos funcionais, e séo
alimentos ou suplementos alimenticios que contém células vivas de microrganismos
com propriedades terapéuticas, equilibrando a microbiota intestinal e regulando as
funcbes fisioldgicas do intestino. Grande parte dos microrganismos probi6ticos
envolvidos na producdo de produtos lacteos pertence aos géneros Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium e Lactobacillus.

Por outro lado, pelo elevado valor nutritivo, os produtos l4cteos séo
excelentes meios para 0 crescimento de microrganismos patogénicos e
deteriorantes. Em produtos lacteos fermentados, a presenca de fungos filamentosos
e leveduriformes como microrganismos deteriorantes foi relatada por diversos
pesquisadores e demonstra ser originaria de falhas higiénico-sanitarias que podem
ocorrer desde a matéria-prima, processamento e obtencdo do produto final. Estes
microrganismos promovem fermentagdo com formacdo de gés, resultando em
sabores desagradaveis, deteriorando o0 produto, e consequentemente
comprometendo a sua vida de prateleira. O baixo valor de pH e a elevada
concentracdo de acido latico sdo meios propicios para o desenvolvimento de alguns
microrganismos deteriorantes, e quando presentes tornam o produto improprio para
0 consumo, e ainda, caso seja consumido, pode afetar a saude dos consumidores.

Para garantir a seguranca de um produto para os consumidores, as industrias
tém utilizado ferramentas de gestdo da qualidade, como as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

Apesar da introducdo destes programas de qualidade na producédo de
alimentos, elevado numero de doencas veiculadas por alimentos e intoxicacdes

ainda ocorrem. Assim, diversos estudos tém se dedicado a aplicacdes de culturas



protetoras, como as de bactérias laticas, para aumentar as condicfes higiénico-
sanitarias de produtos lacteos. Evidentemente, a conservacao biolégica ndo substitui
as boas praticas de fabricacdo, mas oferece uma ferramenta adicional para melhorar
a qualidade do alimento.

As bactérias laticas (LAB) probioticas adicionadas em produtos lacteos
fermentados produzem componentes organicos antimicrobianos, que podem atuar
como inibidores de crescimento de microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos.
Dentre esses componentes produzidos, destacam-se: acidos orgéanicos (acido
latico), peroxido de hidrogénio, dioxido de carbono, diacetil, acetaldeido e
bacteriocinas. Uma vez presentes no produto, esses podem atuar como
conservantes naturais, aumentando a vida util do produto.

Diversos géneros de LAB isoladas de leites, carnes e seus derivados
apresentam efeito antimicrobiano sobre patdgenos, tais como Listeria spp.,
Clostridium spp., Staphylococcus aureus, Bacillus spp., Salmonella spp.,
Helicobacter pylori, bactérias do grupo coliforme e alguns fungos. Lactobacilllus
casei e Lactobacillus acidophilus produzem acido latico, o peréxido de hidrogénio e
bacteriocinas, que inibem o crescimento de fungos e leveduras deteriorantes, como
Candida sp.

Entretanto, estudos mais detalhados a respeito da acao antimicrobiana destas
LAB sobre leveduras deteriorantes em produtos lacteos sao escassos.

Neste contexto, estudos para verificar a capacidade antimicrobiana de diferentes
culturas probidticas em bebidas lacteas fermentadas sobre leveduras isoladas de
produtos lacteos poderdo contribuir nas inovagfes tecnoldgicas das industrias
lacteas nacionais, desenvolvendo alimentos seguros, saudaveis, aléem de contribuir

para o aumento da vida de prateleira do produto.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Bactérias laticas (LAB)

Bactérias laticas constituem um grupo de microrganismos amplamente
distribuidos nos alimentos, tendo grande importancia industrial para a producéo de
lacteos fermentados, produtos de carne e vegetais (BROMBERG et al., 2006).
Durante anos, o homem tem explorado o uso de bactérias laticas. A utilizacao
desses microrganismos (LAB) vem sendo aplicada em produtos fermentados que
transformam acucares fermentaveis em &cido latico, etanol e outros metabdlitos.
Além disso, contribuem para tornar esses alimentos mais seguros, modificam as
caracteristicas sensoriais, tecnologicas e nutricionais, proporcionando melhorias na
qualidade final do produto, além de agregar vantagens para saude de seus
consumidores (DE VUYST; LEROY, 2007).

Esses microrganismos englobam varios géneros e um numero consideravel
de espécies. Os principais géneros utilizados em produtos lacteos sdo Lactococcus,
Leuconostoc, Streptococcus, Lactobacillus e bifidobactérias. Embora sejam
geneticamente diferentes, notam-se caracteristicas comuns: sdo Gram positivos,
catalase negativos, desprovidos de citocromos, imoveis e ndo formam esporos. Sua
aparéncia morfoldgica é a de cocos ou bacilos. De acordo com a temperatura 6tima
de crescimento, séo classificados como mesofilicos (20-30°C) e termofilicos (35-
45°C). Em anaerobiose tém crescimento 6timo, mas também s&o aerotolerantes.
Sao homofermentativos, 0os quais utilizam a via Embden—Meyerhof transformando a
fonte de carbono em acido latico quase que exclusivamente, ou heterofermentativos,
0s quais utilizam a via fosfocetolase, produzindo acido latico e outros compostos,
como CO; e etanol. As bactérias laticas necessitam de nutrientes especificos, como
aminoacidos e vitaminas, sendo classificadas como microrganismos fastidiosos.
Além disso, sdo &cido tolerantes, com metabolismo estritamente fermentativo
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

As bactérias laticas possuem enzimas glicoliticas, proteoliticas e lipoliticas,
gue transformam os nutrientes presentes no leite (VILJOEN, 2001). Estas promovem
a fermentacdo e como consequéncia acumulam &cidos organicos e acidificando o

meio, alterando as caracteristicas finais do produto, tais como aroma, textura e



sabor. Além disso, possuem a capacidade de inibir o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes por meio da producdo de outros
metabdlitos organicos (HUI, 1993; JAMUNA; JEEVARATNAM, 2004).

2.1.1. Substancias antimicrobianas produzidas por bactérias laticas

Diversas espécies de bactérias laticas sdo produtoras de substancias
antimicrobianas. Desses constituintes inibidores, os mais comumente conhecidos
sdo o acido latico e o acético, correspondendo a mais de 90% da producdo de
acidos organicos, resultando no decréscimo de pH. Dependendo das condi¢des de
crescimento, podem produzir também outras moléculas bioativas, como acidos
graxos, peroxido de hidrogénio, didxido de carbono, etanol, 4cido férmico, diacetil,
acetaldeido, D-leucina, enzimas bacterioliticas, bacteriocinas, antifungicos e
antibioticos (HUI, 1993; AKTYPIS; KALANTZOPOULOS, 1996; MORENO; VIALTA,
1999; SHAH, 2007; DE VUYST; LEROY, 2007).

Outros sistemas antagbnicos mais complexos, como competicdo por
nutrientes, reducdo do potencial de Oxido-reducdo e coagregacdo de células,
também podem favorecer a inibicdo de microrganismos indesejaveis (MORENO;
VIALTA, 1999).

Nos ultimos anos, estes componentes antimicrobianos produzidos pelas LAB,
0s bioconservantes, tém sido aplicados em produtos lacteos pelas industrias
alimenticias (HUI, 1993, SHAH, 2007, DE VUYST; LEROY, 2007).

Uns dos agentes antimicrobianos comumente utilizados na conservagéo de
alimentos sdo os acidos organicos latico, acético, benzdico e sorbico, que podem ser
produzidos por microrganismos. Uma vez presentes no meio, podem inibir o
crescimento de bactérias e fungos. Devido ao baixo pH, as células alvo sofrem
modificacdes na permeabilidade e no potencial elétrico da membrana, inibindo o
transporte ativo, permitindo que esses componentes organicos se difundam,
reduzindo o pH intracelular e inibindo uma variedade de funcdes metabdlicas. No
interior da célula, as moléculas se dissociam liberando anions, alterando o equilibrio
osmatico. Estas alteracdes intracelulares podem ocasionar prejuizos para a célula,
por meio do rompimento da membrana celular, toxicidade por acimulo de anions e
estresse osmotico e inibicdo das reacdes metabolicas principais (BRUL; COOTE,

1999). Um exemplo é a bactéria acido propiénica (Propionibacterium freudenreichii),



a qual produz &cido propibnico que atua como bioconservante nos produtos,
desencadeando atividade antimicrobiana sobre a microrganismos, incluindo fungos
filamentosos e leveduriformes (ROSS; MORGAN; HILL, 2002).

Outro fator que possui a capacidade de inibir microrganismos patogénicos
e/ou deteriorantes € o sistema de lactoperoxidase encontrado no leite. Sobre
condicbes experimentais favoraveis, radicais altamente reativos sdo formados a
partir do perdxido de hidrogénio, atuando como potentes agentes antimicrobianos
sobre bactérias Gram negativas e Gram positivas. Além disso, possuem um forte
efeito oxidativo na membrana lipoprotéica e nas proteinas celulares. Como
alternativa, o peroxido de hidrogénio (H2O,) pode ser adicionado em alimentos na
forma de aditivo. As concentracdes de peroxido de hidrogénio, a temperatura e o pH
sao extremamente importantes na atividade da lactoperoxidase (BRUL; COOTE,
1999, ROSS; MORGAN; HILL, 2002).

Nos Estados Unidos, a adicao de H,O, em produtos lacteos € permitida na
preparacdo de certos queijos (BRUL; COOTE, 1999). No entanto, no Brasil o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL, 1996) e a
Instrucdo Normativa 51, que aprova os Regulamentos Técnicos de Producéo,
Identidade e Qualidade do Leite tipo A, do Leite tipo B, do Leite tipo C, do Leite
Pasteurizado e do Leite Cru Refrigerado e o Regulamento Técnico da Coleta de
Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a Granel (BRASIL, 2002), ndo incluem o
peréxido de hidrogénio entre os aditivos autorizados para uso em queijos ou em
leite.

Descobertas ha cerca de sete décadas, as bacteriocinas tém sido
amplamente estudadas como potenciais ferramentas bioldgicas para melhorar a
seguranca alimentar (MORENO et al., 1999). Estas bacteriocinas sdo proteinas ou
peptideos, que atuam sobre bactérias como inibidores de crescimento em espécies
estreitamente relacionadas, ou mesmo em linhagens diferentes da mesma espécie
(LJUNGH; TORKEL, 2006; BROMBERG et al., 2006). No entanto, essa propriedade
bacteriocinogénica é encontrada somente em algumas espécies de bactérias laticas.

De acordo com seu espectro de atividade, as bacteriocinas sao divididas em
dois tipos: o primeiro tipo exibe um espectro de atividade apenas contra as espécies
homélogas e um segundo tipo, menos comum, que apresenta um amplo espectro de
acdo contra uma variedade de microrganismos Gram positivos (MORENO;
LERAYER; LEITAO, 2008). Além disso, as bacteriocinas sdo divididas em trés



classes, de acordo com a estrutura quimica, peso molecular e estabilidade térmica,
em: (1) lantibidticos: pequenos peptideos contendo de 19-38 aminoacidos, com baixo
peso molecular < 5 kDa, estaveis ao aquecimento e que contém lantionina e
derivados, (lI) pequenos peptideos contendo de 19-38 aminoacidos, com baixo peso
molecular < 10 kDa, estaveis ao aquecimento, ndo contém lantionina, e (lll) grandes
peptideos de alto peso molecular > 30 kDa, sensiveis ao aquecimento, contendo
autolisinas. No entanto, essa classificagdo tem mudado constantemente (DE
VUYST; LEROY; 2007).

As bacteriocinas sao produzidas por bactérias laticas Gram positivas e Gram
negativas, destacando-se 0s géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Carnobacterium, Streptococcus, Enterococcus, além das bifidobactérias (HUI, 1993;
MORENO et al., 2000a). Acredita-se que a maioria das bacteriocinas de bactérias
laticas tenha um mecanismo de agdo comum, estas substancias sdo geralmente
catibnicas, anfipaticas e dissipam a for¢a préton motiva, provocando um desequilibro
no potencial da membrana e no gradiente de concentracdo de proétons,
desencadeando a formacdo de poros na membrana e a inibicdo de sintese da
parede celular (BRUL; COOTE, 1999; SCHULZ et al., 2003). Além disso, esses
bioconservantes possuem um amplo espectro de agcdo sobre aos microrganismos
patogénicos e/ou deteriorantes, como Staphylococcus aureus e Salmonella spp.,
outras bactérias Gram positivas, fungos e leveduras, sdo resistentes a diversos tipos
de tratamentos, nao perdendo sua atividade em altas temperaturas, na presenca de
acidos ou enzimas (LJUNGH; TORKEL, 2006; COGAN; ACCOLAS, 1996; NES;
JOHNSBORG, 2004).

Estudos mostram que Lactococcus lactis produz uma bacteriocina
denominada nisina, que inibe o crescimento de uma ampla variedade de bactérias
Gram positivas, como a Listeria monocytogenes e Clostridium.

Ha mais de 50 anos, a nisina tem sido utilizada como aditivo nas industrias
alimenticias em mais de 48 paises (WALSTRA et al., 1999; CLEVELAND et al.,
2001). Esta bacteriocina € reconhecida como segura (GRAS - Generally Recognized
as Safe) e seu uso é liberado como aditivo alimentar pelo Comité do Codex
Alimentarius, da FAO, como agente antimicrobiano (MORENO et al., 2000b). No
Brasil, seu uso € permitido em queijos fundidos, preparados a base de queijos
fundidos, queijos pasteurizados e requeijao (BRASIL, 1996), no entanto, ndo pode



ser usado como aditivo e coadjuvante de tecnologia de fabricacdo em bebidas
lacteas (BRASIL, 2005).

Em carne bovina estéril inoculada com Listeria monocytogenes e Lactococcus
lactis ssp. hordniae produtor de bacteriocina, houve reducédo e inibicdo de
desenvolvimento do microrganismo patogénico. Além disso, a bacteriocina manteve
sua atividade, apos diferentes tipos de tratamentos térmicos (autoclavagem e
refrigeracdo) e sob condi¢cdes &cidas e alcalinas, possuindo maior atividade em
menores valores de pH (BROMBERG et al., 2006). E importante ressaltar que a
eficiéncia inibitéria da nisina depende dos niveis de contaminagéo do alimento. Caso
a contaminacgao inicial seja muito elevada, a atividade da nisina € restrita, nao
impedindo a deterioracéo do produto (MORENO; LERAYER; LEITAO, 2008).

O aspecto favoravel do uso de bacteriocinas, tal como a reuterina, produzida
por L. reuteri, € a auséncia de alteracdes no sabor quando aplicada nos alimentos
(RODGERS, 2008). Rodgers (2008) realizaram um estudo sobre a aplicacdo de
culturas protetoras produtoras de bacteriocinas em alimentos nao fermentaveis
(peixe ensopado, vegetais ao molho curry e frango guisado), adicionados com 1 - 2
g.kg™ de culturas protetoras e realizaram uma andlise sensorial. Os julgadores foram
incapazes de distinguir os produtos que continham ou n&o as culturas.

Algumas classes de bacteriocinas sao resistentes ao calor e podem ser
adicionadas ao produto sem alteracdo no modo de preparo, além de serem faceis de
manusear e de armazenar. A desvantagem da adicdo de nisina € que esta
bacteriocina é considerada um conservante quimico, e a legislagdo brasileira
preconiza o valor maximo permitido de 12,5 mg.kg™ (ANVISA, 1996).

Estudos mostram a producdo de varias bacteriocinas e substancias
antibacterianas por L. acidophilus, tais quais lactocidina, acidolina, acidofilina,
lactacium-B e proteinas inibidoras (SHAH, 2007).

Apesar da existéncia de vasta literatura sobre a atividade antimicrobiana das
LAB sobre aos microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes, muito pouco se
conhece sobre essa acdo sobre leveduras, uma vez que estas sdo responsaveis

pelo comprometimento da qualidade de produtos lacteos fermentados.



2.2. Probidticos

No final do século 19, os microbiologistas identificaram microrganismos
presentes na microbiota intestinal de individuos saudaveis, os quais foram
denominados de probioticos (PARVEZ et al., 2006). O termo probiético, derivado do
grego, significa “para a vida” (SHAH, 2007). A Organizagdo Mundial da Saude
definiu probiéticos como microrganismos vivos, quando administrados em
quantidade adequada, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2002). No Brasil, 0 Regulamento Técnico de Substancias Bioativas e Probibticas
Isolados com Alegacbes de Propriedades Funcionais e/ou de Saude da Resolucéo
RDC n° 2 de janeiro de 2002, os probiéticos sdo definidos como microrganismos
vivos que, ingeridos em certa quantidade, sdo capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude do individuo (BRASIL,
2002).

As bactérias probidticas sdo constituidas por espécies laticas e
bifidobactérias. Para que sejam consideradas probidticas, esses microrganismos
devem satisfazer critérios, tais como: ndo patogénicos, sobreviver durante a
passagem no trato gastrointestinal e manter-se no intestino por mais tempo do que
as demais bactérias. Além disso, devem tolerar a acidez do estbmago e 0s sais
biliares presentes no intestino (OLIVEIRA; DAMIN, 2003; WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006). Diversos géneros de bactérias laticas apresentam caracteristicas
de probidticos, incluindo Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium e
Enterococcus, porém as principais espécies probidticas sao L. acidophilus,
Bifidobacterium animalis e L. casei (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005,
SHAH, 2007).

Ha& anos, os probidticos sdo consumidos pelos beneficios a saude que
proporcionam. Antes de 1900, os cientistas ja tentavam desvendar as razdes deste
beneficio (SHAH, 2007). Muito desses ja sao bem documentados; outros tém
mostrado um potencial promissor em estudos com animais, sendo necessarios
estudos em humanos para substanciar essas afirmacoes. No entanto, os beneficios
terapéuticos fornecidos pelos probidticos variam de acordo com a cepa, e ndo ha
uma cepa universal que forneca todos os beneficios ja estudados (VASILJEVIC;
SHAH, 2008). Os principais efeitos terapéuticos atribuidos ao consumo de
probioticos, estudados por diversos autores (SAARELA, 2000; ROBINSON, 2002;



THOMSEN, 2006; PARVEZ et al., 2006; WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006;
SHAH, 2007; RODGERS, 2008; VASILJEVIC; SHAH, 2008; GUPTA; GARG, 2009)

sao:

Aumento da resposta imune: aumento na producdo de macrofagos e
interleucinas e estimulacdo da producéo de interferon vy;

Equilibrio da microbiota intestinal por competicdo pela mucosa e por nutrientes,
habilidade de aderir e colonizar no intestino;

Prevencdo e reducdo da diarréia: diarréia decorrente do desenvolvimento de
Clostridium difficile apds tratamento com antibiéticos, e da diarréia dos viajantes
causada, principalmente, pela E. coli enterotoxigénica, e da diarréia causada por
rotavirus;

Efeitos antimutagénicos e anticarcinogénicos: reducdo da atividade de enzimas
fecais (pB-glucuronidase, azoredutase e nitroredutase), envolvidas na ativacao
carcinogénica;

Reduz a quantidade de Helicobacter pylori relacionada as Ulceras gastricas e
patogenos intestinais;

Producdo de substancias antimicrobianas: acidos organicos, bacteriocinas,
peroxido de hidrogénio, que inibem a multiplicagdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes, como Escherichia coli, Salmonella enterica
Typhimurium, Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens;

Reducdo no nivel do colesterol sérico: inibidores da sintese do colesterol,
utilizacdo do colesterol por assimilacdo e precipitacdo com sais biliares
desconjugados;

Alivia a intolerancia a lactose: producdo da enzima [(-D-galactosidase pelas
bactérias laticas em leites fermentados, que hidrolisam a lactose em glicose e
galactose, resultando em menor teor de lactose nos produtos fermentados;
Melhora a infec¢do por Candida e outras infec¢des do trato urinario;

Previne as doencas inflamatérias no intestino.

E importante ressaltar os microrganismos probidticos contribui para o

equilibrio da flora intestinal, e seu consumo deve estar associado a uma alimentacéo
equilibrada e habitos de vida saudaveis (BRASIL, 2008).

Adicionalmente, 0 aumento no uso de culturas probidticas na fabricacdo de

produtos fermentados tem melhorado a qualidade do produto final. A inativagao de
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microrganismos indesejaveis pela acidificacdo e a presenca de compostos
antimicrobianos produzidos por essas culturas propicia ao produto, melhores
propriedades fisico-quimicas, sensoriais e microbioldgicas, oferecendo assim, um
alimento conservado, seguro e com qualidade (KOS et al., 2008).

No entanto, para que as bactérias probidticas desempenhem beneficios aos
seus consumidores, esses microrganismos devem ser viaveis e principalmente,
disponiveis em altas concentracdes (108 - 10° UFC.g*/ porcao) durante toda a vida
de prateleira do produto, além de serem capazes de transitar, sobreviver e aderir ao
trato gastrointestinal. E também necessario que sejam capazes de aderir as células
do epitélio intestinal e colonizarem o Iumen do trato, produzam substancias
antimicrobianas contra patdgenos e estabilizem a microflora intestinal (PARVEZ et
al., 2006, SHAH, 2007).

2.2.1. Lactobacillus

O género Lactobacillus é comumente utilizado como probiético nos alimentos.
E um grupo heterogéneo de microrganismos, sendo constituido por varias espécies
e algumas sub-espécies. Sao ubiquos, Gram-positivos, incapazes de formar
esporos, imoveis, geralmente sdo encontrados em pares ou cadeias, variando de
cocobacilos a bacilos, sendo microaerobios com crescimento 6timo em anaerobiose.
Este género pode ser subdividido em dois grupos, baseados no metabolismo de
carboidratos: homofermentativos (produzem predominantemente acido latico) e
heterofermentativos (produzindo diéxido de carbono, etanol, e/ou acido acético e
acido latico). Necessitam de nutrientes complexos para seu crescimento, sendo
assim, classificados como microrganismos fastidiosos. Possuem temperatura 6tima
de crescimento variando entre 30 a 40°C, classificando-se como microrganismos
mesofilos. Sao aciduricos, com pH 6timo de crescimento entre 55 — 6,2
(ROBINSON, 2002).

2.2.1.1. Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus foi isolado pela primeira vez pelo aleméo Tiesser-

Moro, a partir de fezes de lactentes, o qual recebeu o nome de Bacillus acidophilus.

Posteriormente, foi denominado Lactobacillus acidophilus, e anos depois, por meio
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de estudos concluiu-se que este microrganismo possui a capacidade de colonizar o
trato gastrointestinal proporcionando beneficios aos seus consumidores
(VASILJEVIC; SHAH, 2008).

E descrito como cocobacilo, Gram-positivo, catalase-negativo, anaerébio a
microaerofilo, homofermentativo que produz nos leites fermentados e iogurtes
elevada proporcéo de acido latico na configuracdo DL. S&o imdveis, esporulantes,
medindo de 0,6-0,9 pm de largura e 1,5-6,0 um de comprimento, ocorrendo
isoladamente, em pares ou formando pequenas cadeias, e as coldnias séo
geralmente brancas. Estes microrganismos séo fracos formadores de &cidos,
crescendo em pH 6,4-4,5 e seu desenvolvimento é cessado quando o pH atinge
entre 4,0-3,6. E pouco tolerante a ambientes salinos. Grande parte das cepas
degrada amidalina, celobiose, esculina, frutose, galactose, glicose, lactose, maltose,
manose e sacarose. Crescem em temperatura entre 20 a 48°C, sendo a temperatura
Otima de crescimento de 35-40°C (FRANCO; LANDGRAF; DESTRO, 1996). Os
lactobacilos contribuem com o sabor e aroma em alimentos fermentados, produzindo
varios compostos volateis, como o diacetil e seus derivados (SHAH, 2001).

Diversos autores tém realizado estudos para averiguar a producdo de
compostos antimicrobianos por L. acidophilus. De Muynck e colaboradores (2004),
ao utilizarem o teste de difusdo em agar com diferentes cepas de bactérias laticas
sobre fungos deteriorantes, constatou que 13/18 (75%) cepas utilizadas
apresentaram alguma atividade antifugica. Dentre essas, L. acidophilus LMG 9433,
L. amylovorus DSM 20532, L. brevis LMG 6906 e L. coryniformis subsp. coryniformis
LMG 9196, mostraram ser excelentes produtoras de metabdlitos antifingicos, nao
somente pelo efeito do baixo pH, como também pela producéo de outros metabdlitos
organicos.

Pereira e GoOmez (2007) estudaram a natureza do composto inibidor
produzido pela cepa Lactobacillus acidophilus La-5. A atividade antimicrobiana
exercida por este microrganismo sobre E. coli e S. aureus foi provavelmente devida
a presenca do &cido latico e do baixo pH.

Kos e colaboradores (2008) selecionaram cepas probidticas com potenciais
para producdo de culturas laticas: Enterococcus faecium L3, Lactobacillus plantarum
L4 e Lactobacillus acidophilus M92. Nos estudos in vitro, utilizando o método de
difusdo em agar foi constatado que estes microrganismos apresentaram efeito

antimicrobiano sobre Salmonella enterica Typhimurium e Listeria monocytogenes.
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2.2.1.2. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei € um microrganismo Gram-positivo, ndo esporulado,
catalase negativo, em forma de bastonete, é facultativo quanto ao requerimento de
oxigénio, acido tolerante e estritamente fermentativo. E um habitante comum do
intestino delgado, sendo resistente a bile e sua temperatura 6tima de crescimento é
de 37°C. E um microrganismo homofermentativo facultativo, produzindo quase
exclusivamente acido latico, a partir da degradacao da glicose via Embder-Meyerhof,
embora possa produzir também acetaldeido. Ndo produz aménia a partir da arginina,
fermenta glicose, galactose, manose e maltose, entretanto ndo fermenta rafinose e
ramnose e a maioria das cepas fermenta a lactose em L (+) lactato (RAVULA,
SHAH, 1998; ALONSO; ISAY, 2007).

O uso de bactérias laticas como produtoras de compostos inibidores de
crescimento para microrganismos deteriorantes tém sido exploradas intensamente.
Yang e Clausen (2005) obtiveram em seus estudos uma reducdo de 95-100% no
crescimento de fungos filamentosos, quando em contato com Lactobacillus casei e
Lactobacillus acidophilus. Além disso, ao separarem o0 sobrenadante, este
apresentou 4 componentes desconhecidos que exibiram atividade antifingica. Os
metabdlitos produzidos por estes microrganismos apresentaram resisténcia ao
aguecimento a 121°C/ 15 minutos e atividade apos serem neutralizados.

Osuntoki, Ejide e Omonigbehin (2008) isolaram espécies de Lactobacillus
presentes em produtos lacteos fermentados e avaliaram a atividade inibitoria sobre
algumas espécies enteropatogénicas. L. casei apresentou acao inibitéria mais
eficiente sobre Listeria monocytogenes quando comparado com Salmonella enterica
Typhimurium.

Em um estudo similar feito por Mishra e Prasad (2005), também foi
constatada a presenca de atividade inibitéria in vitro de diferentes cepas de L. casei
sobre microrganismos patogénicos, como S. typhi, S. dysenteriae e S. aureus.
Foram utilizadas cepas probiéticas e incorporadas em um produto lacteo regional da
india.

Atanassova e colaboradores (2003) isolaram L. paracasei subsp. paracasei
em um queijo amarelo produzido na Bulgaria. O microrganismo em estudo
apresentou atividade bactericida sobre: Bacillus subtilis, Helicobacter pylori, L.

delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae e espécies do grupo Candida. No entanto, L.
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paracasei subsp. paracasei nao apresentou atividade antimicrobiana sobre
Cryptococcus albidus var. aerius e Cryptococcus curvatus.

2.3. Bebidas lacteas

As bebidas lacteas comecaram a ser produzidas a partir de 1992, apresentam
caracteristicas semelhantes ao iogurte liquido, diferindo apenas por apresentar em
sua composicao o soro de queijo, em quantidades que podem variar de 30% a 70%
(SEIBEL; CANSIAN, 2000).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebidas Léacteas
(BRASIL, 2005) especifica que bebida lactea é o produto obtido a partir de leite ou
leite reconstituido e/ou derivados de leite reconstituido ou n&o, fermentado ou néo,
com ou sem adigdo de outros ingredientes, onde a base lactea represente pelo
menos 51% (massa/massa) do total de ingredientes do produto. O produto
fermentado deve ainda ser processado mediante a acdo de um cultivo de
microrganismos especificos, e/ou outros produtos lacteos fermentados e ndo podera
ser submetido a tratamento térmico apdés a fermentacdo. A contagem total de
bactérias laticas viaveis deve ser no minimo 10° UFC.g " no produto final para o
cultivo latico especifico empregado durante todo o prazo de validade. No entanto, a
recomendacdo minima diaria para produtos lacteos probiéticos, deve ser de 10% a
10° UFC.mL™ (BRASIL, 2008). A legislacdo brasileira ndo estabelece um padréo
para fungos filamentosos e leveduriformes (BRASIL, 2005).

Nos dultimos anos, o consumo de bebidas lacteas fermentadas tem
aumentado pela presenca de proteinas, gorduras, lactose, minerais e vitaminas, e
pela adicdo de probidticos. Com isso, o0 mercado de bebidas lacteas funcionais tem
sido promissor. As bebidas lacteas séo caracterizadas por possuirem baixa
viscosidade, sendo consideradas bebidas suaves e refrescantes. As empresas, na
tentativa de conquistar o paladar e a preferéncia do consumidor, tém buscando
inovacdes por meio de sabores e aromas diferenciados, formulas aperfeicoadas,
acréscimo de nutrientes, embalagens mais atrativas e praticas. Além disso, as
bebidas lacteas proporcionam o habito no consumo de produtos lacteos
fermentados, e soluciona o problema de descarte do soro, grande preocupacgao das
indUstrias de laticinios (MARCHIORI, 2006).
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RECEPCAO E ANALISE DO LEITE
v
RESFRIAMENTO A 5°C

v
PADRONIZACAO DA MATERIA GORDA

v
ADICAO DE SORO, ACUCAR E ESTABILIZANTE
v
HOMOGENEIZACAO
v
TRATAMENTO TERMICO (85°C / 20 MINUTOS)

v
RESFRIAMENTO 1 (43°C)

v
INOCULACAO DA CULTURA LACTEA

v
INCUBACAO

v
RESFRIAMENTO Il (20°C)

v
ADICAO DE POLPA DE FRUTA, AROMA E CORANTE
v
RESFRIAMENTO A 5°C
v
ESTOCAGEM SOB REFRIGERACAO

Figura 1 - Fluxograma de um processo de fabricacdo de bebidas lacteas
fermentadas (MADUREIRA, 2004).

O processo de fabricacdo das bebidas lacteas é bastante simples, conforme
ilustrado na Figura 1. Utiliza em grande parte os equipamentos disponiveis nas
industrias lacteas ou demandam pequeno investimento. Geralmente é baseado na
mistura de soro ao leite antes do processo fermentativo ou o soro pasteurizado pode
ser adicionado ap0s o término da fermentacéo (LIMA; MADUREIRA; PENNA, 2002).

Estdo disponiveis na literatura relatos de bebidas lacteas comerciais
contaminadas, que ndo atendem o0s requisitos microbiolégicos estabelecidos na
legislacdo brasileira. Reis (2008) pode constatar inadequagbes ao analisar 31

amostras de bebidas lacteas de diferentes marcas disponiveis no mercado. Das



15

amostras analisadas, 16,13% nao atenderam os padrbes estabelecidos pela
legislacdo em vigor. Os produtos avaliados apresentaram < 1 a 5,2 x 10° UFC.mL™*
de bactérias aerébias mesdfilas, < 1 a 3,7 x 10° UFC.mL™* de fungos filamentosos e
leveduriformes, 15 a > 1100 NMP de coliformes termotolerantes.mL™ e auséncia de
Salmonella spp. em 25 mL de amostra. Por outro lado, estudos realizados por
Hoffmann, Penna e Vinturim (1998), constataram que bebidas lacteas de diferentes
marcas comerciais, encontravam-se de acordo com os padrdes microbiolégicos
estabelecidos pela legislacdo em vigor. Foram realizadas contagens de bactérias
aeroObias psicrotroficas, bactérias aerobias mesdfilas, bactérias aerdbias termdfilas,
S. aureus, coliformes termotolerantes e totais, Escherichia coli, Salmonella spp.,
fungos filamentosos e leveduriformes.

Do total de 14 amostras de bebidas lacteas fermentadas avaliadas por
Rodrigues e Santos (2007), todas estavam de acordo com o padrdo estabelecido
para coliformes termotolerantes. Porém, 28,57% das amostras estavam
contaminadas por fungos filamentosos e leveduriformes. Os autores também
analisaram 39 amostras de iogurtes, constatando a presenca de fungos filamentosos
e leveduriformes em 53,84% das amostras e a presengca de coliformes
termotolerantes em 5,13%.

A busca por um alimento livre de patégenos e/ ou deteriorantes é constante,
no entanto, estudos comprovam que as doencas de origem alimentar e intoxicacdes
alimentares ainda ocorrem com grande frequéncia, causando sintomas como
gastroenterites e diarréias, sendo um grande problema de saulde publica. As fontes
de contaminagéo mais frequentes na origem de surtos de doencas alimentares sao:
praticas inadequadas de manipulacdo, matérias-primas contaminadas,
contaminacdo cruzada, falta de higiene durante a preparacdo, além de
equipamentos e estrutura operacional deficiente (DUREK, 2005).

A incidéncia de contaminacdo em produtos comerciais demonstra a
necessidade de implantacdo de programas visando garantir a seguranca alimentar
para a populacado, tais como as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), uma vez que os produtos de origem
animal sdo altamente pereciveis e grandes veiculadores de doencas alimentares
(DUREK, 2005).

As Boas Praticas de Fabricacdo seguem um conjunto de normas relacionadas

aos ingredientes, aditivos e insumos, processos, servicos de suporte, edificacoes,
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armazenamento e expedicdo do produto. Tem como objetivo oferecer ao consumidor
um produto de qualidade tecnoldgica e sanitaria, além de aperfeicoar a producéo e
aumentar o mercado consumidor. O APPCC avalia toda linha produtiva e estabelece
sistemas de controle preventivo, com intuito de evitarem falhas na qualidade do
produto durante todo seu processamento.

Aliada a implantacao de programas de qualidade na producéo de alimentos, a
conservacgao biolégica, com a aplicacéo de culturas protetoras, como as de bactérias
laticas, pode proporcionar uma protecdo adicional para melhorar a qualidade dos

produtos lacteos.

2.4. Leveduras

As leveduras sao microrganismos eucarioticos, fungos unicelulares, sendo
classificadas como ascomicetos ou basidiomicetos. Geralmente s&o células
esféricas, ovais ou cilindricas e a divisdo celular é binaria. As leveduras séo
encontradas em produtos manufaturados que contém gordura ou grande quantidade
de acucar, tais como os produtos lacteos (JACQUES; CASAREGOLA, 2008;
MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2008).

Esses microrganismos estdo presentes nos produtos lacteos pela agcédo de
processos fermentativos, maturacdes ou deterioracbes (JAKOBSEN; NARVHUS,
1996), podendo causar efeitos desejaveis ou indesejaveis.

Leveduras podem interagir com outros microrganismos presentes em
produtos lacteos, por trés diferentes meios: (i) inibem ou eliminam microrganismos
indesejaveis ou patogénicos que podem causar defeitos na qualidade do produto, (ii)
inibbem a cultura iniciadora, (iii) contribuem positivamente no processo de
fermentacdo e maturacdo dando suporte a cultura iniciadora (JAKOBSEN;
NARVHUS, 1996).

O desenvolvimento de leveduras em produtos lacteos ocorre devido a
capacidade desses microrganismos de tolerarem baixas temperaturas e acidez,
assimilar/fermentar a lactose ou galactose, assimilar acidos organicos, tais como o
succinato, acido latico e citrico, possuirem atividade proteolitica e lipolitica sobre a
caseina e a gordura presentes no leite, baixa atividade de agua, resisténcia a
salinidade e a desinfetantes (JACQUES; CASAREGOLA, 2008).
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As bactérias laticas que ndo fazem parte da cultura latica (non starter lactic
acid bacteria - NSLAB), oriundas do leite ou do ambiente promovem diferentes
caracteristicas na fermentacdo de produtos lacteos, além de oferecerem um
ambiente propicio para o crescimento de leveduras (WOUTERS et al., 2002).

Um efeito sinergistico positivo € a presenca de algumas leveduras na
maturacdo de certos queijos e em alguns produtos lacteos fermentados. Conforme a
Figura 2, as bactérias laticas produzem &cidos organicos, como o acido latico e o
citrico. Por sua vez, as leveduras assimilam esses acidos, formando alcool e CO,,
aumentando assim o pH, criando um microambiente favoravel para o crescimento de
outras bactérias na superficie do queijo, como Brevibacterium linens. Além disso, as
leveduras ao metabolizarem o &cido latico liberam vitaminas, tais como vitamina B,
acido pantoténico, niacina, riboflavina e biotina, as quais sado importantes para o
desenvolvimento das bactérias laticas. As leveduras produzem também outros
metabdlitos, como acidos graxos de cadeia curta, proteases, lipases e outros
compostos importantes para o desenvolvimento de aroma no queijo, como o etanol,
acetaldeido, etilacetato e etilbutirato (WELTHAGEN; VILJOEN, 1998; VILJOEN,
2001).

No entanto, poucos estudos relatam a protocooperacao de bactérias laticas e
leveduras, sendo ainda pouco compreendidos (FERREIRA; VILJOEN, 2003).
Acredita-se que para esse efeito ocorrer, as leveduras precisam alcancar altas
densidades celulares e devem competir e interagir com outros organismos
presentes, principalmente as LABs (WOUTERS et al., 2002).

Acido Aminoacidos e
organicos vitaminas

y T 4

1 et |

b e T ; CO, e etanol

| e e I

Fat T A | T

1 | .
Bactérias laticas Leveduras Lipases e

proteases

Figura 2 — Esquema de compostos metabdlicos produzidos e assimilados por
bactérias laticas e leveduras.
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Por outro lado, as interacfes negativas de leveduras com bactérias laticas em
produtos lacteos fermentados podem levar a problemas econémicos e sensoriais.
Deterioracdes decorrentes de leveduras sao particularmente comuns em produtos
lacteos fermentados e em alguns queijos (JACQUES; CASAREGOLA, 2008).
Kluyveromyces, Debaryomyces, Yarrowia e Candida sao os géneros de leveduras
tipicamente encontradas em queijos, iogurtes e outros leites fermentados
(ATANASSOVA et al., 2003). Candida edax, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus
albidus, e principalmente Debaryomyces hansenii foram encontradas em amostras
queijo Minas Frescal, leite pasteurizado tipo A, B e C, bebida lactea, manteiga e
ricota (MANSOR, 2001; SILVA, 2003; CARNICEL, 2004; GUSMAO, 2005; REIS,
2008).

O crescimento excessivo de certas leveduras em produtos lacteos pode levar
a formacdo de gases, sabores e odores desagradaveis, despigmentacdes,
modificagdes na textura, formacao de limo e sedimentos, e crescimento superficial,
como D. hansenii e C. edax (ALVAREZ-MARTIN et al., 2008). Adicionalmente,
algumas espécies de leveduras como C. albidus, C. laurentii sdo patdgenos
oportunistas, podendo ser capazes de causar diversos tipos de infeccbes em
individuos susceptiveis, como 0s imunocomprometidos ou hospitalizados
(JACQUES; CASAREGOLA, 2008).

Elevadas contaminacdes por leveduras sdo encontradas nas plantas de
processamento. A presenca desses microrganismos ocorre por varias fontes de
contaminacdo, desde a obtencdo da matéria-prima até o produto final. Diversos
fatores tornam o ambiente de producdo propicio para o desenvolvimento de
leveduras nos produtos lacteos, dentre eles, destacam-se: qualidade da matéria-
prima, condicbes de processamento, ma higienizacdo dos equipamentos, do
ambiente, dos manipuladores, a eficiéncia da pasteurizacdo, além de ingredientes,
como polpas de frutas, mel, acucar e castanhas (VILJOEN, 2001). Outro fator
agravante é a resisténcia das leveduras aos sanitizantes comerciais e outros
produtos de desinfecgcéo. Laubscher e Viljoen (1999) isolaram culturas de leveduras
presentes no queijo Cheddar: Candida versatilis, Candida rugosa, Debaryomyces
hansenii, Dekkera custesiana, Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon beigelii,
Torulaspora delbrueckii. As leveduras apresentaram resisténcia, apos 60 min de
exposicao a todos os sanitizantes comerciais (clorinato, detergente 4cido, detergente

pasteurizado, sabonete germicida, detergente em po, detergente alcalino, sanitizante
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iodopor, sanitizante acido de peréxido,) comumente utilizados nas industrias de
processamento de queijos.

Leveduras resistentes a conservantes utilizados em bebidas lacteas foram
avaliadas por Reis (2008). Foram isoladas de bebidas lacteas de diferentes sabores,
74 culturas de leveduras, Debaryomyces hansenii (71), Cryptococcus albidus (1),
Cryptococcus laurentii (1), Candida edax (1). Constatou-se que entre as leveduras
isoladas, 50% e 18,92% apresentaram resisténcia a 0,40% de benzoato de sodio e
0,40% de sorbato de potassio, respectivamente. Estas concentracdes sdo maiores
que aquelas permitidas pela legislacdo vigente (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS
INDUSTRIAS DE ALIMENTACAO - ABIA, 2003). O limite maximo permitido para
sorbato de potassio e benzoato de sodio é de 0,20% no produto final.

Viljoen e colaboradores (2003) verificaram a origem da contaminacdo por
leveduras no processamento e na maturacdo de queijo azul. Durante todo o
processamento do queijo, a presenca de Debaryomyces hansenii foi relevante,
sendo encontrada em equipamentos, Cryptococcus albidus em amostras do ar, e
pequenas contagens de Candida spp. foram encontradas no ambiente de
processamento.

Debaryomyces hansenii foi encontrada em todas as amostras coletadas
durante a fabricacdo de queijo da Serra do Salitre, enquanto Cryptococcus laurentii
foi encontrado apenas no coalho e Candida sp. somente no queijo (LIMA et al.,
2009).

O uso do leite cru contaminado por mastite bovina (inflamagé&o das glandulas
mamarias) pode afetar a producdo e a qualidade do leite e derivados. Diversos
microrganismos podem estar envolvidos na mastite, dentre esses as leveduras
(COSTA et al, 2008). Espécies dos géneros Cryptococcus, Rhodotorula,
Trichosporon e Candida tém sido isoladas em leite provenientes de animais
acometidos por mastite. Costa e colaboradores (2008) coletaram amostras de leite
bovino e detectaram que as leveduras encontradas apresentaram pouca expressao
na etiologia da mastite dos rebanhos estudados, no entanto o género mais
encontrado foi Candida spp. Se o leite nestas condi¢des for utilizado pela industria, e
ocorrer falhas na pasteurizacdo, a presenca destes microrganismos podera ser
mantida até o produto final. Em contrapartida, sabe-se que as bactérias laticas

produzem efeitos antimicrobianos sobre leveduras presentes em produtos lacteos
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fermentados, pela producdo de &cidos organicos, antibibticos, peroxido de
hidrogénio e bacteriocinas (ATASSANOVA et al., 2003).

Existem poucos estudos relacionados as propriedades antimicrobianas
produzidas pelas LABs sobre fungos filamentosos e leveduriformes. Os fungos
filamentosos podem deteriorar os alimentos e apresentar perigo a saude humana
devido a producdo de micotoxinas. Em individuos imunocomprometidos ou
hospitalizados, as leveduras podem colonizar o trato gastrointestinal e translocarem
pela corrente sanguinea provocando infeccdes. O baixo valor de pH dos iogurtes e
bebidas lacteas favorece o crescimento de leveduras, resultando na deterioracéo
desses produtos lacteos fermentados (ATASSANOVA et al., 2003).

2.4.1. Cryptococcus albidus e Cryptococcus laurentii

Os microrganismos do género Cryptococcus sédo basiodiomicetos, saprofitos,
capsulados podendo sobreviver em ambientes pobres em nutrientes, além de serem
resistentes a dessecacdo. Podem ser isolados do ar, solo, residuos organicos de
animais, penas, flores, madeira em decomposicdo e alimentos, tais como queijos,
frutas, vinho e feijdo. Raramente sdo citados como patogénicos em humanos, no
entanto, a incidéncia de infeccédo por este patogéno tem aumentado nos ultimos 40
anos, sendo que Cryptococcus laurentii e Cryptococcus albidus juntos sé&o
responsaveis por 80% dos casos relatados. Podem causar infeccbes por meio de
inalacdo de propagulos, desenvolvendo principalmente em individuos
imunodeprimidos (KHAWCHAROENPORN; APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007;
PEDROSO; FERREIRA; CANDIDO, 2007).

Borelli e colaboradores (2006) identificaram as espécies de leveduras
presentes na producdo de queijos artesanais na regido da Serra da Canastra e
encontraram Cryptococcus albidus no fermento natural. Silva (2003), Mansor (2001),
Reis (2008) identificaram C. laurentii e C. albidus ao analisarem amostras de queijo

Minas Frescal, manteiga e bebida lactea, respectivamente.

2.4.2. Candida edax

Candida edax séo fungos ascomicetos, geralmente isolados de solo (SUZUKI

et al.,, 1999), produzem enzimas lipoliticas e proteoliticas, fermentam a lactose e
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utilizam o acido latico. No Brasil, o isotipo Stephanoascus smithiae € comumente
encontrado. Trata-se de um microrganismo ndo patogénico, que assimila maltose,
galactose, sacarose, citrato e fermenta maltose, glucose e galactose (KURTZMAN;
FELL, 1998; PRACHYAKIJ et al., 2007). Por se tratar de um microrganismo
caracteristico de solos, cogita-se a possibilidade de sua transferéncia para plantas e
delas para os frutos.

Como as bebidas lacteas fermentadas sdo acrescidas de polpas de frutas,
provavelmente a presenca da Candida edax no produto seja pelo uso de frutos
contaminados (REIS, 2008).

Kavas e colaboradores (2006) investigaram a ocorréncia e o tipo de leveduras
presentes em queijos e iogurtes produzidos na regidao da Turquia. Foi encontrado

Candida sp. em todos os produtos analisados.

2.4.3. Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii € um grupo heterogéneo, ndo patogénico, sendo
osmo, halo e xerotolerantes, possuem habilidade de desenvolverem em baixas
temperaturas e assimilam lactato, citrato e galactose. Produz enzimas lipoliticas e
proteoliticas, as quais metabolizam a gordura e as proteinas do leite. Possui
crescimento 6timo de 20-25 °C, porém podem crescer entre 5-10 °C (BREUER,;
HARMS, 2006). Estas leveduras podem ser encontradas em ambientes com baixa
atividade de agua, tais como salino, além de carnes, queijos, vinhos, cerveja, frutas,
solo e produtos com altas concentragcfes de acucar (BARNETT, 2000). Além disso,
acumulam lipidios em suas células e produzem compostos volateis importantes no
queijo, tais como acidos, alcoois, carbonil e sulfatos.

Alguns estudos relatam que D. hansenii fornece fatores de crescimento para
bactérias, tais como vitaminas (tiamina, acido pantoténico, nicotinico, folico e biotina)
e aminoacidos (WOUTERS et al., 2002, BREUER; HARMS, 2006).

Debaryomyces hansenii sintetiza e tolera varias toxinas produzidas por outros
microrganismos. Algumas cepas podem inibir o crescimento de microrganismos
deteriorantes (fungos filamentosos) em efeito simbidético com as LABs
(WELTHAGEN; VILJOEN, 1999). Esse efeito inibitério é causado principalmente,
pelo abaixamento do pH por LAB e pela producdo de alcool e CO, por leveduras
(BREUER; HARMS, 2006). Liu e Tsao (2009a) observaram que apesar do efeito
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inibitério ser dependente do tipo de fungo filamentoso e da quantidade de esporos,
estudos comprovam que esta levedura possui capacidade antimicrobiana sobre os
fungos filamentosos Aspergillus, Byssochlamys e Eurotium presentes em queijos e
logurtes armazenados sem refrigeracao.

Debaryomyces hansenii é importante na maturacdo de alguns queijos.
Caracteristicas como tolerancia por sal, desenvolvimento em baixas temperaturas, e
a habilidade de usar acido latico e citrico como fontes de carbono fazem com que
esse microrganismo consiga sobreviver neste tipo de ambiente (WELTHAGEN;
VILJOEN, 1998). No entanto, a presenca desses microrganismos em produtos
lacteos fermentados pode causar odor desagradavel (BREUER; HARMS, 2006). As
contaminagcdes em bebidas lacteas se dao por diversas origens, conforme ja citado
anteriormente.

Elgadi, Gardir e Dirar (2008) isolaram espécies de leveduras presentes no
leite cru bovino. De acordo com a morfologia e testes bioquimicos realizados, dentre

as espécies, foi constatada a presenca Debaryomyces hansenii.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

- Verificar a atividade antimicrobiana de duas culturas probidticas comerciais em

bebidas lacteas fermentadas sobre leveduras isoladas de produtos lacteos.

3.2. Objetivos especificos

- Verificar a capacidade antimicrobiana in vitro de culturas probidticas de L. casei e
L. acidophilus sobre leveduras previamente isoladas de bebidas lacteas
fermentadas: Debaryomyces hansenii var. fabryii (12 culturas), Candida edax (1
cultura), Cryptococcus albidus (1 cultura) e Cryptococcus laurentii (1 cultura).

- Desenvolver bebidas lacteas fermentadas por probiéticos L. acidophilus e L. casei

e verificar o efeito antimicrobiano no produto (in situ).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Culturas de bactérias laticas

Foram utilizadas duas culturas de bactérias laticas (LAB) de acao probidtica:
Lactobacillus casei (Lc-1) e Lactobacillus acidophilus (La-5), fornecidas pela
Christian Hansen® (Valinhos, Brasil).

As culturas para processamento industrial (25,0 gramas), liofilizadas e de uso
direto, foram suspendidas assepticamente em 1000,0 mL de leite, previamente
submetido a esterilizacdo em autoclave (121°C, 1 atm/15 minutos). Em seguida, o
leite estéril inoculado com as culturas foi distribuido em tubos de ensaio
esterilizados, adicionados de glicerol (100%) estérii como crioprotetor, e
posteriormente mantidos em congelador a -18°C.

Na ocasido do uso, cada cultura probittica foi retirada do congelamento e

mantida a temperatura ambiente por 20 minutos.
4.1.1. Viabilidade das culturas de bactérias laticas

Foi transferido assepticamente 1,0 mL da cultura descongelada para tubos de
ensaio contendo 9,0 mL de caldo MRS (Acumedia) com maltose (Merck) para
Lactobacillus acidophilus e 9,0 mL de caldo MRS acidificado até pH 5,4 para
Lactobacillus casei incubados a 37°C por 24, 48 e 72 horas, em aerobiose e em
jarras de anaerobiose (Anaerobac, PROBAC®), respectivamente, conforme IDF
(1995), IDF (1997) e Balduino, Oliveira e Hauly (1999), com modificacdes.

Ap0s cada periodo de incubacao, foram feitas as diluicdes decimais seriadas
até 10° com peptona bacterioldgica estéril a 0,1% (Himedia). Posteriormente, para
a determinacdo da viabilidade dos microrganismos, 1,0 mL de cada cultivo foi
inoculado por profundidade, em duplicata, em placas contendo o 4gar MRS com
maltose para La-5 e MRS acidificado até pH 5,4 para Lc-1. As placas foram
incubadas a 37°C por 72 h em aerobiose e anaerobiose, para Lactobacillus
acidophilus e Lactobacillus caseli, respectivamente (OSTLIE; HELLAND; NARVHUS,
2003).
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A leitura foi feita com auxilio de um contador de colénias e multiplicada pela
reciproca da diluicdo, sendo o resultado expresso como numero de unidades

formadoras de colénias por mililitro (UFC.mL™).
4.1.2. Obtencédo do sobrenadante livre de células probidticas

Cada cultura probiética ativada foi transferida na proporcéo 10,0% (10**-10'3
UFC.mL™) para um frasco de Erlenmeyer contendo caldo MRS acidificado até pH
5,4 para L. casei e caldo MRS com maltose para L. acidophilus e incubadas a 37°C
por 72 horas, em anaerobiose (IDF, 1997; BALDUINO; OLIVEIRA; HAULY, 1999;
IDF, 1995). Apos o periodo de incubacéo, o caldo foi centrifugado a 12.317 g x por
10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi concentrado 5 vezes aproximadamente,
no evaporador rotativo, a 55°C. O sobrenadante obtido e seu concentrado foram
utilizados para avaliar o comportamento antimicrobiano in vitro (PRADO et al., 2000;
NARDI et al., 2005). Em paralelo, para avaliar a natureza do composto inibidor, o
sobrenadante livre de células e seu concentrado foram neutralizados de pH 3,8 para

cerca de 6,8 - 7,0, com solucdo de NaOH 1N.
4.2. Culturas de leveduras

Foram utilizadas as leveduras: Debaryomyces hansenii var. fabryii (12
culturas), Candida edax (1 cultura), Cryptococcus albidus (1 cultura) e Cryptococcus
laurentii (1 cultura), previamente isoladas de bebidas lacteas fermentadas
comerciais e caracterizadas por Reis (2008), de acordo com a Tabela 1. As culturas
selecionadas para o presente estudo foram aquelas que se mostraram resistentes
ao dobro da concentracdo dos conservantes permitidos pela legislacéo vigente, ou
seja, 0,4% de benzoato de sodio e 0,4 % de sorbato de potassio, testadas in vitro,
totalizando 15 culturas das 74 isoladas.

Cada cultura possui um cédigo de identificagcdo BL,n1, em que BL = bebida
lactea fermentada com adicdo de polpas de frutas, , = nimero da amostra e 1 =
namero da cepa isolada. As cepas encontram-se estocadas em tubos de ensaio
contendo 7,0 mL de meio Gymp (2,0% de glicose (Synth), 0,5% de extrato de
levedura (Himedia), 1,0% de extrato de malte (Himedia), 0,2% de NaH,PO, (Synth),
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e 2,0% de agar (Acumedia) e posteriormente, cobertas com 6leo mineral estéril para
evitar ressecamento, sendo mantidas a 8 + 2°C.

As leveduras foram semeadas em tubos de ensaio contendo 9,0 mL de caldo
MPL (Meio para levedura: 2,0% de glicose, 0,5% de extrato de levedura, 1,0% de
cloreto de sddio (Synth),, 0,23% de fosfato de sédio monobasico e 0,5% de sulfato
de amoénio (Synth) e incubadas por a 25°C por 120 horas (REIS, 2008).

Tabela 1 - Distribuicdo das espécies de leveduras utilizadas e identificacdo da

amostra de origem.

o Cddigos das Numeros de  Porcentagens
Espécies
leveduras culturas (n =15)
BL 20,13; BL 21,2; BL 213;
Debaryomyces BL 514; BL 221; BL 225
B B 12 80,0%
hansenii var. fabryii BL 223; BL 204; BL 225,
BL 226; BL 227; BL 228
Candida edax BL 2016 1 6,6%
Cryptococcus. albidus BLs1 1 6,6%
Cryptococcus. laurentii BL 12> 1 6,6%

BL, 1 onde: BL = Bebida lactea fermentada com adicéo de polpas de frutas; n = Niumero da amostra;
n1 = NUmero da levedura.
Fonte: Reis, 2008.

4.2.1. Viabilidade das culturas de leveduras

Em testes preliminares, apés a ativacdo das culturas, foi feita a determinacao
da densidade populacional das leveduras empregando-se o método de contagem
em placa. Foram feitas diluicdes decimais seriadas até 10™° UFC.mL™ e inoculacdo
em profundidade em agar MPL, e incubacao a 25°C com leituras ap0s 12, 24, 36, 48
e 120 horas, segundo Mufandaedza e colaboradores (2006), com modificacdes. Este
teste teve o objetivo de verificar qual o tempo de incubacdo necessério para atingir
10* UFC.mL™ de leveduras, para posterior analise do comportamento antimicrobiano
in vitro. Esta densidade populacional foi definida a partir da média entre os valores
obtidos no estudo realizado por Reis (2008), de < 1 a 3,7 x 10° UFC.mL™.

Para se efetuar o desenvolvimento das leveduras, apds a contagem em placa,

uma coldnia de cada levedura foi isolada e semeada em tubos de ensaio contendo
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9,0 mL de caldo MPL e incubada pelo tempo necessario para atingir 10* UFC.mL™.
Apés a incubacédo, foi confirmada a viabilidade dos microrganismos, utilizando

método de cultura em profundidade, em agar MPL, incubacgéo a 25°C por 5 dias.

4.3. Planejamento dos experimentos

Para o estudo da capacidade antimicrobiana in vitro foram utilizadas 15
culturas de leveduras, 2 culturas de bactérias laticas em diferentes testes. Teste 1)
células probioticas, Teste 2) sobrenadante livre de células, sobrenadante livre de
células concentrado, Teste 3) sobrenadante livre de células neutralizado e
sobrenadante livre de células concentrado neutralizado, em duplicata, totalizando

180 experimentos, conforme esquema apresentado na Figura 3.

Culturas de leveduras (15) | X

Culturas de LAB (2) X

Testes (3)

=D. hansenii var. fabryii
12)

= C. edax (1)

= C. albidus (1)

= Lactobacillus acidophilus
—La-5 (1)
= L actobacillus casei Lc-1

1)

= Diferentes concentracdes
de bactérias laticas
= Sobrenadante livre de

células e seu concentrado

= C laurentii (1) » Sobrenadante livre de

células e seu

concentrado, ambos

neutralizados

Figura 3 - Planejamento dos experimentos a partir do estudo do comportamento
antimicrobiano in vitro, em duplicata.
4.3.1. Capacidade antimicrobiana in vitro
Para avaliar a atividade antimicrobiana foi utilizado o teste de perfuracéo e
difusdo em agar, segundo Schillinger e Licke (1989), com modificacdes.

Foram feitos trés testes (Tabela 2), os quais um inéculo de 10* UFC.mL™ de
cada uma das culturas de leveduras ativadas foram inoculadas por profundidade em

meio MPL, acrescidos de 2,0% de &gar. ApoOs solidificacdo, as placas foram
incubadas a 25°C por 24 horas. ApGs a incubacgédo, as placas foram divididas em
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quatro quadrantes, nos quais foi efetuada uma perfuragéo (“pogo”) de 9,0 mm de
diametro. Em cada perfuracdo foi feita a inoculacdo de aliquotas de 400,0 uL da
cultura de células probidticas, sobrenadante livre de células probidticas,
sobrenadante concentrado, sobrenadante livre de células neutralizado e
sobrenadante concentrado neutralizado, conforme ilustrado na Tabela 2.

Em seguida, as placas foram incubadas sob refrigeracao (7 °C) por 24 horas
para difusdo do sobrenadante e das células probiéticas no agar. Este procedimento
foi efetuado (em duplicata) para as culturas de leveduras (15 culturas) de modo a
interagir, positiva ou negativamente, com as diferentes concentragdes de cada uma
das culturas probioticas (Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei).

As placas com as células de bactérias laticas foram incubadas a 37°C, sob
anaerobiose para Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei, com leituras de 24,
48, 72 horas. Em paralelo, as placas com o sobrenadante livre de células e seu
concentrado e o sobrenandante livre de células e seu concentrado neutralizado

foram incubadas a temperatura de 25 °C por 24 e 48 horas.

Tabela 2 - Testes realizados para avaliar a capacidade antimicrobiana.

Quadrantes Teste 12 Teste 2° Teste 3°¢
10 10°UFC.mL™ SLC SLCN
20 10® UFC. mL™ SLC SLCN
30 10"°UFC. mL™ SLCC SLCCN
40 10" UFC. mL™ SLCC SLCCN

a - Diferentes concentragdes de células de bactérias laticas; b - Sobrenadante livre de células e seu
concentrado; ¢ - Sobrenadante livre de células e seu concentrado, ambos neutralizados. SLC -
sobrenadante livre de células; SLCC - sobrenadante livre de células concentrado; SLCN -
sobrenadante livre de células neutralizado; SLCCN - sobrenadante livre de células concentrado
neutralizado.

4.4. Preparacado da bebida lactea fermentada

As leveduras que apresentaram sensibilidade sobre as bactérias laticas no
estudo in vitro foram testadas para confirmacédo do efeito antimicrobiano na bebida
|actea fermentada.

Conforme ilustrado na Figura 4, em cada processamento as bebidas lacteas

foram preparadas, a partir de leite integral em po (Iltambé®) (70,0%) e soro de leite
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(Alibra) em pé (30,0%) para compor aproximadamente 10,0% de sélidos totais. Os
ingredientes foram pesados e misturados na forma seca e reconstituidos em agua a
60°C, em quantidade suficiente para preparar cerca de 400,0 mL de bebida lactea.
Esta mistura foi submetida a esterilizacdo a 121°C por 15 minutos, seguida de
resfriamento a 42°C. A mistura de leite e soro foi inoculada com 0,1% de cultura
latica probiética (10*° UFC.mL™) e 0,25% de inéculo da levedura (10* UFC.mL™), em
condicbes assépticas, conforme o experimento (ALVAREZ-MARTIN et al., 2008).
Foram feitos processamentos controle, sem a adi¢cao da cultura de levedura.

O produto foi incubado a 43°C em banho termostatizado. O tempo de
fermentacao da bebida lactea foi calculado a partir do inicio da inoculacao, até obter-
se o valor de pH préximo a 4,6. Foi feito um controle e registro do pH durante toda a
fermentacdo para o calculo da cinética de acidificacdo do meio. Terminada a
fermentacdo, o produto foi resfriado inicialmente a 20°C, seguida de quebra do
coagulo por agitagdo manual durante 2 minutos, de forma padronizada para todos os
experimentos, e resfriado a 5°C. O produto foi embalado em frascos estéreis com

capacidade para 50 mL e armazenado a 5°C para posterior analise.
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LEITE INTEGRAL EM PO (70%) + SORO DE LEITE EM PO (30%)
v
ADICAO DE AGUA A 60°C

v
MISTURA

v
ESTERILIZACAO (121°C/ 15 MINUTOS)

v
RESFRIAMENTO 1 (43°C)

v
INOCULACAO DA CULTURA LATICA (10" UFC.mL™) E DA LEVEDURA (10* UFC.mL")

v
BANHO TERMOSTATIZADO (43°C)

v
CONTROLE E REGISTRO DO pH

v
FERMENTACAO ATE nH 4 6

v
RESFRIAMENTO Il (20°C)

v
QUEBRA DO COAGULO (2 MINUTOS)

v
RESFRIAMENTO A 5°C

v
ESTOCAGEM SOB REFRIGERAGAO
Figura 4 - Fluxograma de um processo de fabricacdo de bebidas lacteas

fermentadas.
4.5. Avaliacdo da bebida lactea fermentada
4.5.1. Analises fisico-quimicas

As bebidas lacteas foram submetidas as analises fisico-quimicas descritas a
seqguir:

=  Teor de sdlidos totais: foi determinado por meio da secagem da amostra em

estufa a vacuo, a 70°C por 24 horas (CASE; BRADLEY JUNIOR; WILLIAMS,

1985);
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= Valor de pH e tempo de fermentacdo: durante a fermentacdo foi feita a
determinacdo e registro do valor de pH das bebidas lacteas usando-se
potenciébmetro digital portatil acoplado a um registrador (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ - 1AL, 2008), até atingir o pH de aproximadamente 4,6, quando também
foi registrado o tempo de fermentacéo;

=  Acidez titulavel: as determinacGes dos teores de acidez expressas em °Dornic
foram realizadas por meio da titulagdo &cido-alcalimétrica, usando-se

fenolftaleina como indicador (1AL, 2008).

4.5.2. Viabilidade das bactérias laticas e das leveduras no produto

A avaliacdo da viabilidade dos microrganismos nas amostras de bebidas
lacteas preparadas foi feita a partir de diluicdes decimais seriadas. Dez mililitros da
amostra foram transferidos de forma asséptica para um frasco de Erlenmeyer estéril
contendo 90,0 mL de agua peptonada 0,1%. Essa diluicdo foi agitada vigorosamente
e, em seguida, foram feitas as diluicbes decimais seriadas utilizando-se o mesmo
diluente e inoculagbes por profundidade em meios seletivos para a contagem dos
microrganismos:

. Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei: foram utilizados,
respectivamente, os seguintes agar: MRS com maltose e MRS acidificado até
pH 5,4, respectivamente. As placas foram incubadas a 37°C por 72 h em
anaerobiose, para Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei, (IDF, 1995;
IDF, 1997).

. Fungos filamentosos e leveduriformes: foi utilizado placas de Compact Dry®
YM (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan), incubadas a 25°C por 120

horas.
4.6. Avaliacdo da bebida lactea fermentada durante a vida de prateleira
O comportamento de pés-acidificacdo (pH e acidez titulavel) e a viabilidade da

microbiota, citadas nos itens 4.5.1 e 4.5.2. foram avaliadas a cada 20 dias, por 60

dias, para verificar possiveis alteracdes durante a armazenagem refrigerada a 5°C.
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4.7. Andlise estatistica dos resultados experimentais

Foi feita a analise da variancia (ANOVA) dos resultados da capacidade
antimicrobiana e da avaliacdo fisico-quimica e microbiolégica das bebidas lacteas
fermentadas e a comparacéo entre as meédias pelo Teste de Tukey, considerando-se
um nivel de significancia p < 0,05, utilizando o programa computacional Assistat
(SILVA; AZEVEDO, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Capacidade antimicrobiana de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus

casei

5.1.1. Lactobacillus acidophilus (La-5)

5.1.1.1. Teste 1. Células probiéticas

No Teste 1, foi avaliado a atividade antimicrobiana das células probioticas de
La-5. Nenhum dos in6culos celulares mostraram capacidade antimicrobiana sobre
as leveduras, conforme a Figura 5. Células bacterianas freqiientemente comunicam
por meio de mecanismos de sensor de quorum, que envolvem o sensoriamento da
densidade populacional e o reconhecimento dependente de um auto-indutor
excretado no meio ambiente, seguido por mudancas na expresséo genética (BUCK;
AZCARATE-PERIL; KLAENHAMMER, 2009; KIM et al., 2008). As bactérias Gram
positivas de mesma espécie respondem a sinais captados do meio ambiente, tais
como as bacteriocinas, e a medida em que a densidade populacional aumenta, a
quantidade desses compostos liberados também aumenta, podendo promover um
efeito indesejavel em espécies diferentes (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2008).
Provavelmente, as células probidticas ndo obtiveram densidades populacionais
elevadas o suficiente para a liberagdo de compostos inibidores que pudessem
resultar no efeito antimicrobiano. Além disso, 0 composto antimicrobiano pode nao
ter sido de origem bacteriocinogénica. A competicdo por nutrientes, temperatura
pode ter interferido no desenvolvimento da cultura probidtica e a difusdo dos
compostos antimicrobianos no agar pode ter afetado a formacdo de halos de
inibicdo.

Pan e colaboradores (2009) desenvolveram estudos relacionados a atividade
antimicrobiana de L. acidophilus NIT, isolada de fezes de lactentes. Foram
realizados trés testes: com as culturas fermentadas, sobrenadante livre de células
neutralizado e tratado com catalase, e células ressuspensas em caldo MRS. A
atividade antimicrobiana foi avaliada por meio da metodologia de perfuracédo e
difusdo em &gar, de forma semelhante a realizada no presente estudo. Os
patégenos testados: Escherichia coli, Salmonella enterica Typhimurium, Bacteroides
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vulgatus, Clostridium difficile tiveram forte inibicAo na presenca de células
probidticas, exceto Clostridium histolyticum.

Kos e colaboradores (2008) utilizaram em seus estudos cepas de
Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus acidophilus isolados
de silagem, repolho branco e leite fermentado. Por meio do método de perfuracdo e
difusdo em &gar, as culturas fermentadas e o sobrenadante livre de células
apresentaram atividade antibacteriana sobre as bactérias Gram negativas e Gram
positivas. Ndo houve atividade antimicrobiana apds o sobrenadante concentrado 5
vezes ser neutralizado, demonstrando que o composto inibidor era de natureza

acida.

Figura 5 — Fotografia de placa com agar MPL mostrando a atividade antimicrobiana
das células de La-5 sobre Debaryomyces hansenii, nas concentracdes 10° UFC.mL™
(1), 10 UFC.mL™ (2), 10"° UFC.mL™? (3), 10 UFC.mL™ (4). N&o houve formac&o de

halos de inibicdo sobre a levedura.
51.1.2. Teste 2: Sobrenadante livre de células e seu concentrado

As vias de fermentacdo da glicose mais utilizadas por bactérias laticas homo
e heterofermentativas sao: a glicélise e a fosfocetolase (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2008). Por essas vias sao formados e secretados diversos compostos

organicos com propriedades antimicrobianas. Dentre esses, destacam-se: &cido
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acético, latico, propidnico, diacetil, succinato e bacteriocinas (DE MUYNCK et al.,
2004). Com o propésito de trabalharmos com os produtos secretados pelas culturas
probidticas foi utilizado o sobrenadante livre de células e seu concentrado, os quais
foram inoculados pelo método de perfuracao e difusdo em agar.

Inicialmente, em testes preliminares foi determinado um inéculo de 200 uL
para o sobrenadante livre de células. No entanto, nessa concentragcdo nao houve
atividade antimicrobiano desses produtos sobre leveduras. Sendo assim, aumentou-
se o0 in6culo para 400 uL e concentrou-e o sobrenadante, pois a inibicdo ocorreu de
forma pouco evidente quando a concentracdo nao foi realizada. Segundo Pereira e
Gomez (2007), o efeito inibidor de um microrganismo depende da concentracdo da
substancia inibidora presente.

No Teste 2, foi avaliado a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de
células e seu concentrado. Os compostos secretados pela cultura La-5 mostrou
atividade antimicrobiana somente para Cryptococcus albidus, com halos de inibicdo
variando entre 2,9 mm a 3,1 mm para o sobrenadante livre de células e 6,9 mm a
7,4 mm para o sobrenadante livre de células concentrado (Tabela 3). A formacéao
dos halos de inibicdo foram maiores no sobrenadante livre de células concentrado
(7,4 mm) quando comparado com o0 n&o concentrado (3,1 mm), sendo
estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). Apesar dos sobrenandantes se
difundirem de modo similar no agar, a concentracdo do sobrenadante influenciou
nos resultados mostrando que o efeito inibidor foi potencializado apds ser
concentrado. Além disso, o sobrenadante livre de células concentrado ndo foi
sensivel ao calor e ao tempo exposto para concentrar-se no evaporador rotativo, 55
°C durante 30 minutos. Apds 48 horas houve um aumento dos halos para ambos 0s
tratamentos, porém nao significativo estatisticamente (p<0,05). O teste mostrou
inibicdo completa no sobrenadante livre de células e no seu concentrado, conforme
a Figura 6. Neste estudo, também foram visualizados halos de protocooperacao
entre L. acidophilus e Debaryomyces hannsenii, que serdo discutidos
posteriormente.

Pereira e Gomez (2007) utilizaram a metodologia de multicamadas e o
método de difusdo em agar para verificar a atividade inibidora de L. acidophilus La-5
sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus. No estudo foram feitos varios testes
para verificar a natureza do composto inibidor. A capacidade de inibir os

microrganismos patogénicos foi extinta apds a neutralizacdo do sobrenadante livre
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de células com NaOH 1N. Devido as caracteristicas metabdlicas da bactéria latica, a
substancia que produziu o efeito antimicrobiano sobre o0s microrganismos

patogénicos, provavelmente foi o 4cido latico.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de células e seu
concentrado de Lactobacillus acidophilus La-5, obtido pelo método de perfuracdo e

difusdo em agar. Valores dos halos de inibicdo em mm.

Leveduras Apos 24h ApoOs 48h

SLC SLCC SLC SLCC

Cryptococcus albidus 2,9"°+0,2 6,9°%+0,8 3,1°°+0,2 7,4%%40,7
Cryptococcus laurentii - - - -
Candida edax - - - -

Debaryomyces hansenii - - - -

Média e desvio padréo dos halos. A andlise foi realizada em duplicata.

2 etras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05).

ABLetras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05). Comparagéo
com a Tabela 4.

(-) Auséncia de halo de inibicdo; SLC — sobrenadante livre de células; SLCC — sobrenadante livre de

células concentrado.

Yang e Clausen (2005) testaram as propriedades antimicrobianas de L. casei
subsp. rhamnosus e L. acidophilus sobre fungos filamentosos que colonizam
madeiras nos Estados Unidos. Foram encontradas inibicdes (90-99%) sobre os
fungos filamentosos: Trichoderma viride, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum
e Aureobasidium pullulans. O sobrenadante livre de células de ambas as culturas
probidticas produziram pelo menos quatro componentes desconhecidos que
exibiram atividade antifangica. Os metabdlitos foram resistentes ao aguecimento

(121°C) e mantiveram sua atividade apés serem neutralizados.
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Figura 6 - Fotografia de placa com agar MPL mostrando o efeito antimicrobiano do
sobrenadante livre de células (1) e sobrenadante livre de células concentrado (2) de
La-5 sobre Cryptococcus albidus. Houve formacdo de halos de inibicdo sobre a
levedura.

Um estudo realizado por De Muynck e colaboradores (2004) com diversas
espécies de culturas laticas probiéticas, dentre elas L. acidophilus LMG 9433 e L.
casei subsp. casei LMG 6904, constatou que usando o método de difusdo em agar,
72% (13/18) das culturas de bactérias laticas apresentaram atividade antifungica, a
qgual variou de acordo com o estidgio de desenvolvimento de cada cultura. L.
acidophilus mostrou atividade antimicrobiana, especialmente para cepas de
Penicillium. A neutralizacdo do sobrenadante livre de células mostrou que nenhuma
das leveduras foram inibidas, demonstrando que os acidos organicos, ou outros
compostos acidos foram responsaveis pelo efeito antifungico. L. casei né&o

apresentou atividade antifungica.

51.1.3. Teste 3: Sobrenadante livre de células e seu concentrado

neutralizados

No Teste 3, foi avaliada a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de

células e seu concentrado neutralizados. Na maioria dos casos a atividade
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antimicrobiana é inibida pela neutralizacdo do sobrenadante livre de células e seu
concentrado, demonstrando que o efeito inibidor € derivado de acidos organicos. No
entanto, no presente estudo apods a neutralizacdo do sobrenadante livre de células e
seu concentrado, foi possivel visualizar a formacédo de halos de inibicdo para L.
acidophilus, medindo respectivamente entre 2,25 mm a 16,5 mm sobre
Cryptococcus albidus, apresentando diferencas significativas entre os tratamentos
(p<0,05), conforme a Tabela 4. Além disso, de acordo com Reis (2008), as leveduras
em estudo sdo acido- tolerantes, logo o composto inibidor produzido pelas bactérias
laticas ndo deve ser de natureza &cida.

Foi feita uma comparacéo entre os testes 2 e 3. O sobrenadante livre de
células concentrado (Tabela 3) mostrou menor halo de inibicdo quando comparado
com o0 sobrenadante concentrado neutralizado de La-5 (Tabela 4), mostrando
diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05). O mesmo nao foi constatado
para o sobrenadante livre de células e seu neutralizado, o qual ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos (p<0,05). Uma vez que C. albidus necessita de
um acido para seu desenvolvimento a auséncia do acido no sobrenadante
concentrado  neutralizado, provavelmente, inibiu 0 crescimento desse

microrganismo, resultando em maior halo de inibig&o.

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de célula e seu
concentrado neutralizado de Lactobacillus acidophilus La-5, obtido pelo método de

perfuracdo e difusdo em agar. Valores dos halos de inibicdo em mm.

Leveduras Apbs 24h Apés 48h
SLCN SLCCN SLCN SLCCN
Cryptococcus albidus 2,25"+0,3 16,5"%+0,6 2,25"+0,3 16,5"%+0,3

Cryptococcus laurentii - - - -
Candida edax - - - -

Debaryomyces hansenii - - - -

Média e desvio padrdo dos halos. A andlise foi realizada em duplicata.

2 etras iguais na mesma linha indicam que néo ha diferenca significativa (p<0,05).

A8 Letras iguais na mesma coluna indicam que néo hé diferenca significativa (p<0,05). Comparagéo
com a Tabela 3.

(-) Auséncia de halo de inibicdo; SLCN — sobrenadante livre de células neutralizado; SLCCN -

sobrenadante livre de células concentrado neutralizado.
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Halos de protocooperacgao sobre todas as culturas de Debaryomyces hansenii
ndo foram constatados apds a neutralizacdo do sobrenadante livre de células e seu
concentrado de La-5. Esses resultados mostram que os 4cidos organicos produzidos
por La-5 séo assimilados por D. hansenii. Halos de inibicdo sobre Candida edax e
Cryptococcus laurentii ndo foram visualizados. O uso de diferentes amostras da
cultura probidtica La-5 pode resultar em diferencas na viabilidade da cultura latica,
além de outros fatores, como as condi¢cdes de refrigeracdo e descongelamento
(KOS et al., 2008).

No presente estudo, € pouco provavel que a propriedade antifingica de La-5
sobre C. albidus seja decorrente de &cidos organicos, peroxido de hidrogénio ou
outros compostos acidos, pois apds a neutralizacdo do sobrenadante e do
crescimento da cultura probidtica em anaerobise, a fim de excluir o efeito inibidor de
acidos organicos e peroxido de hidrogénio (SCHULZ et al., 2003), ndo houve
inibicdo do efeito antimicrobiano de La-5 sobre Cryptococcus albidus (Figura 7). No
presente estudo, a natureza do composto, ainda € desconhecida. Estudos
complementares serdo necessarios para identificar sua natureza.

Poucos estudos relatam a atividade antimicrobiana de La-5 sobre
microrganismos patogénicos ou deteriorantes. Pereira e GOmes (2007) ao
realizarem este estudo, relataram que o efeito inibidor foi, provavelmente, derivado

de acidos organicos.
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Figura 7 - Fotografia de placa com agar MPL mostrando o efeito antimicrobiano do
sobrenadante livre de células (1) e sobrenadante livre de células neutralizados (2) de
La-5 sobre Cryptococcus albidus. Houve formacdo de halos de inibicdo sobre a

levedura.

5.1.2. Lactobacillus casei (Lc-1)

5.1.2.1. Teste 1: Células probidticas

No Teste 1, foi avaliado a atividade antimicrobiana das células probidticas Lc-
1. Assim como em La-5, nenhuma das concentracbes celulares utilizadas
apresentaram atividade antimicrobiana sobre as leveduras testadas, conforme a
Figura 8.

Poucos sdo os estudos com atividade antimicrobiana relacionados com

células probidticas Lc-1 e leveduras como deteriorantes.
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Figura 8 - Fotografia de placa com agar MPL mostrando a atividade antimicrobiana
das células de Lc-1 sobre Debaryomyces hansenii, nas concentragdes 10° UFC.mL™
(1), 108 UFC.mL? (2), 10*° UFC.mL™? (3), 102 UFC.mL™ (4). N&o houve formac&o de
halos de inibicdo sobre a levedura.

5.1.2.2. Teste 2: Sobrenadante livre de células e seu concentrado

No Teste 2, foi avaliado a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de
célula e seu concentrado. A cultura probiética Lc-1 mostrou atividade antimicrobiana
sobre C. albidus e C. laurentii com halos de inibi¢cdo variando, entre 4,5 mm a 10 mm
para o sobrenadante livre de células e 4,75 mm a 11mm para o sobrenadante livre
de células concentrado (Tabela 5). Halos de inibicdo para C. albidus apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) apenas no sobrenadante livre de células, apos 24
h. Nao houve diferenca significativa (p<0,05) nos halos de inibicdo para C. laurentii,
apos 24 h e 48 h. A diferenca no tamanho dos halos pode ocorrer, pois a inibicdo de
um microrganismo depende do grau de sensibilidade e da concentracdo da
substancia inibidora presente (ATANASSOVA et al.,, 2003). Provavelmente, C.
albidus mostrou maior sensibilidade aos compostos organicos produzidos por Lc-1.

Os resultados mostraram inibicdo completa para C. albidus (Figura 9) e para
C. laurentii (Figura 10). ApGs 48 horas, 0 sobrenadante concentrado de algumas
leveduras, Candida edax e duas culturas Debaryomyces hansenii, apresentaram um

leve halo de inibicdo, com reducéo no crescimento destes microrganismos ao redor
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dos pocos (dados ndo apresentados). Essas estirpes, possivelmente foram mais
sensiveis aos compostos produzidos por Lc-1 do que as outras que nao
apresentaram nenhuma sensibilidade. O composto inibidor concentrado n&o resultou
em maior formacdo de halos de inibicdo nas culturas de Cryptococcus. Halos de
protocooperacgdo entre Debaryomyces hansenii e L. casei foram visualizados neste

estudo, que serdo discutidos posteriormente.

Tabela 5 - Atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de células e seu
concentrado de Lactobacillus casei Lc-1, obtido pelo método de perfuracédo e difusédo

em agar. Valores dos halos de inibicdo em mm.

Leveduras apos 24h apos 48h

SLC SLCC SLC SLCC
Cryptococcus albidus 6,5°+35 10,25+ 1,1 10+ 0 117+ 1,4
Cryptococcus laurentii 4,5%+ 0,7 4,75%%+15 6,7%+1,5 6,8%+1,0

Candida edax - - - -

Debaryomyces hansenii - - - -

Média e desvio padréo dos halos. A andlise foi realizada em duplicata.

2P| etras iguais na mesma linha indicam que nao ha diferenca significativa (p<0,05).

A B Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05). Comparacgéo
com a Tabela 6.

(-) Auséncia de halo de inibicdo; SLC - sobrenadante livre de células; SLCC - sobrenadante livre de

células concentrado.
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Figura 9 - Fotografia de placa com agar MPL mostrando o efeito antimicrobiano do
sobrenadante livre de células (1) e sobrenadante livre de células concentrado (2) de
Lc-1 sobre Cryptococcus albidus. Houve formacdo de halos de inibicdo sobre a

levedura.

Figura 10 - Fotografia de placa com dgar MPL mostrando o efeito antimicrobiano do
sobrenadante livre de células (1) e sobrenadante livre de células concentrado (2) de
Lc-1 sobre Cryptococcus laurentii. Houve formagéo de halos de inibicdo sobre a

levedura.
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Em estudos semelhantes, realizados por Misha e Prasad (2005), foram
utilizadas sete culturas de L. casei e constatou-se que duas cepas probidticas
produziram substancias antimicrobianas que inibiram Salmonella enterica
Typhimurium, com formacédo de halos. Além disso, uma das cepas apresentou
resultados satisfatérios para todos os patégenos testados, Salmonella enterica
Typhimurium, Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Shigella
dysenteriae. No estudo, a atividade antimicrobiana foi atribuida a producdo de
acidos organicos, sem especificar qual o acido.

Volgari e colaboradores (2010) testaram a atividade antifingica de oitenta e
uma cepas de bactérias laticas isoladas da superficie de queijos duros, dentre elas
L. paracasei subsp. paracasei. Nenhuma cepa apresentou atividade antimicrobiana
sobre a Saccharomyces cerevisiae. O fungo filamentoso Penicillium sp. M1 sofreu
inibicdo de todas as cepas probidticas: Enterococcus hirae, L. bulgaricus, L.
paracasei subsp. paracasei e Leuconostoc sp, enquanto os fungos Penicillium sp.
MT1, D. hansenii e P. candidum sofreram inibicdo de todas as culturas laticas
relatadas, exceto por L. bulgaricus. A substancia extracelular com efeito
antimicrobiano foi sensivel as enzimas proteoliticas, sugerindo que o efeito inibidor
foi provavelmente devido a presenca de bacteriocina. No presente estudo, a cultura
probiética Lc-1 ndo produziu substancia antimicrobiana capaz de inibir

Debaryomyces hansenii e Candida edax.

5.1.2.3. Teste 3: Sobrenadante livre de células e seu concentrado

neutralizado

No Teste 3, foi avaliado a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de
células e seu concentrado neutralizados. Os resultados mostraram que ndo houve a
formacdo de halos de inibicdo no sobrenadante livre de células neutralizado, apos
24 e 48 h para C. albidus e C. laurentii. C. laurentii também néo apresentou halos de
inibicdo no sobrenadante concentrado neutralizado, ao contrario de C. albidus que
apresentou halos, apos 24 e 48 h medindo 2,4 mm, ndo apresentando diferenca
significativa entre o tamanho dos halos (p<0,05), conforme a Tabela 6. Os
mecanismos de inibicdo para as culturas probidticas La-5 e Lc-1 séo diferentes,
sendo assim, se o composto inibidor for de natureza protéica para ambas as culturas

probiodticas, provavelmente as sequéncias peptidicas sdo diferentes. Caso a
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natureza do composto antimicrobiano produzido por Lc-1 ndo for de natureza acida,
provavelmente quando o sobrenadante livre de células concentrado foi neutralizado
0 peptideo ativo, tornou-se inativo, perdendo assim sua fun¢do inibidora e
apresentando halos de inibicdo menores quando comparado com o Teste 2.

Assim como na cultura La-5, halos de protocooperagdo entre L. casei e
Debaryomyces hansenii ndo foram visualizados ap0s a neutralizacdo dos
sobrenadante livre de células e seu concentrado, demonstrando que 0 composto
formado é de natureza acida. Nao houve a formacao de halos de inibicdo na cultura
de Candida edax.

O sobrenadante livre de células concentrado, Tabela 5, apresentou maiores
halos de inibicdo, quando comparado com o0 sobrenadante concentrado
neutralizado, Tabela 6, apresentando diferencas significativas em todos os
tratamentos (p<0,05). Provavelmente, o composto antimicrobiano € de natureza
acida. A avaliagcdo completa da natureza do composto inibidor podera melhor
esclarecer o comportamento observado.

Hutt e colaboradores (2006) estudaram a atividade antimicrobiana de L.
acidophilus (La-5), L. fermentum, L. plantarum, L. paracasei, Bifidobacterium lactis
(Bb-12) e Bifidobacterium longum. Utilizando a metodologia de estriamento em
placa, no sobrenadante neutralizado nenhum efeito inibidor foi encontrado sobre as
bactérias Gram negativas anaerobias facultativas. Drago e colaboradores (1997) nédo
encontraram atividade no sobrenadante livre de células neutralizado de L.
acidophilus e L. paracasei. Provavelmente, a substancia antimicrobiana é derivada
de &cidos.

Utilizando L. paracasei isolados de um queijo amarelo tipico da Bulgaria,
Atanassova e colaboradores (2003) conseguiram inibir o crescimento de Bacillus
subtilis, Helicobacter pylori, Lactobacillus delbrueckii, Candida albicans, Candida
blankii, Candida pseudointermedia e Saccharomyces. cerevisiae. Foi utilizado o
método de perfuracéo e difusdo em agar, no qual os microrganismos patogénicos e
deteriorantes foram adicionados em profundidade e superficie. Foram adicionados
100puL do sobrenadante neutralizado livre de células nos pocos. Apos a avaliacao da
natureza do composto inibidor, concluiu-se que a atividade antimicrobiana derivada

do composto inibidor isolado foi, provavelmente, uma bacteriocina.
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Tabela 6 - Atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de células e seu
concentrado neutralizado de Lactobacillus casei Lc-1, obtido pelo método de

perfuracdo e difusdo em agar. Valores dos halos de inibicdo em mm.

Leveduras Apos 24h ApoOs 48h
SLCN SLCCN SLCN SLCCN
Cryptococcus albidus - 2,4%%+0,1 - 2,4°%+0,1

Cryptococcus laurentii - - - -
Candida edax - - - -

Debaryomyces hansenii - - - -

Média e desvio padréo dos halos. A andlise foi realizada em duplicata.

a5 etras iguais na mesma linha indicam que néo ha diferenca significativa (p<0,05).
AB.CLetras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p<0,05). Comparacéo
com a Tabela 5.

(-) Auséncia de halo de inibicdo; SLCN — sobrenadante livre de células neutralizado; SLCCN -

sobrenadante livre de células concentrado neutralizado.

Figura 11 - Fotografia de placa com agar MPL mostrando o efeito antimicrobiano do
sobrenadante livre de células (1) e sobrenadante livre de células concentrado
neutralizado (2) de Lc-1 sobre Cryptococcus albidus. Houve formacéo de halos de

inibicao.

A metodologia de perfuracdo e difusdo em agar foi utilizada por Mojgani,
Torshizi e Rahimi (2007). Foram isoladas e identificadas trés cepas de Lactobacillus
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do intestino de pintainhos, dentre elas, Lactobacillus acidophilus RNL26. O
sobrenadante neutralizado apresentou atividade antimicrobiana somente para as
bactérias Gram positivas, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus e nao

apresentou efeito inibitdrio sobre bactérias Gram negativas.

5.1.3. Protocooperacao de Debaryomyces hansenii e culturas probioticas

Para ambas as culturas probidticas La-5 e Lc-1, quando o sobrenadante livre
de células e seu concentrado foram adicionados nos pocos, foi possivel constatar a
formacdo de um intenso halo de desenvolvimento microbiano, de coloragéo creme,
apresentando uma interacdo positiva com todas as culturas de Debaryomyces
hansenii. Esta protocooperacéo, provavelmente ocorreu pelo fato desta levedura
desenvolver-se em produtos lacteos fermentados e na maturacao de certos queijos,
uma vez que toleram baixo pH, baixa atividade de &gua, altas concentracfes de sal,
baixas temperaturas, além de produzir aroma e textura tipicos (WELTHAGEN;
VILJOEN, 1998; VILJOEN, 2001; FERREIRA; VILJOEN, 2003; BORELLI et al.,
2006; BREUER; HARMS, 2006; KESENKAS; AKBULUT, 2008). Além disso, as
bactérias laticas produzem succinato e acidos organicos, tais como latico e citrico,
0s quais podem ser assimilados pelas leveduras como fonte de carbono, fazendo
com que estes microrganismos sobrevivam neste ambiente acido. A liberacdo de
vitaminas e aminoacidos pelas leveduras contribui para o crescimento das bactérias
laticas, criando uma protocooperacdo (BREUR; HARMS, 2006; ALVAREZ-MARTIN
et al., 2008), também observado no presente estudo (Figura 12).

Estudos mostram também que Debaryomyces hansenii consegue inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes, além de contribuir com
intensa atividade proteolitica e lipolitica e desenvolvimento de aroma e textura de
alguns produtos lacteos fermentados (JAKOBSEN; NARVHUS, 1996; ALVAREZ-
MARTIN et al., 2008; LIU; TSAO, 2009a).

Além disso, ao contrario das outras leveduras em estudo, a expressdo de
diferentes proteases extracelulares produzidas por D. hansenii podem proteger esse
microrganismo contra 0s compostos antimicrobianos produzidos pelas culturas
laticas, porém o0s mecanismos de acdo ainda sdo desconhecidos (BREUER;
HARMS, 2006).
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Em contrapartida, quando o sobrenadante livre de células e seu concentrado
foram neutralizados, nenhuma das culturas de Debaryomyces hansenii apresentou
halos de interacdo positiva com os compostos produzidos pelas culturas laticas.
Estes resultados ressaltam a importancia dos acidos organicos secretados pelas
bactérias laticas como fonte de carbono para as leveduras (WOUTERS et al. 2002;
VILJOEN, 2003; ALVAREZ-MARTIN et al., 2008).

As leveduras Candida edax, Cryptococcus laurentii e Cryptococcus albidus
ndo apresentaram halos de interacdo positiva sobre as culturas probidticas,
provavelmente pelo fato destas serem microrganismos oportunistas, relacionados a
diversos tipos de doencas, as quais afligem principalmente pacientes hospitalizados
e imunodeprimidos (JACQUES; CASAREGOLA, 2006). Além disso, ndo foram
identificados estudos relacionados a interacdo positiva dessas leveduras com
bactérias laticas presentes em produtos lacteos fermentados.

Lourens-Hattingh e Viljoen (2001) inocularam no processamento de iogurtes
probiéticos, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica e
Issatchenkia orientalis. D. hansenii e Y. lipolytica foram capazes de controlar o pH do
iogurte durante o periodo de estocagem, prevenindo o excesso de pos-acidificacdo
durante o periodo de estocagem, além de assegurar a viabilidade das culturas

probioticas do iogurte durante a vida de prateleira do produto.



49

Figura 12 - Fotografia de placa com agar MPL mostrando os halos com intenso
desenvolvimento demonstrando protocooperacdo de Debaryomyces hansenii com
0s compostos organicos produzidos por La-5 (1) e Lc-1(2). Houve formagéo de halos
de interacdo positiva.

5.2. Bebida lactea fermentada pelas culturas probioticas

5.2.1. Caracterizacao fisico-quimica

5.2.1.1. Teores de sélidos totais

As bebidas lacteas fermentadas por La-5 apresentaram teores de solidos
totais variando de 8,92 % e 9,15 %, para a bebida controle e para fermentada com
La-5 na presenca de Cryptococcus albidus, respectivamente (Tabela 7). A analise de
variancia do teor de sélidos totais indica que os tratamentos realizados foram

estatisticamente diferentes entre si (p<0,05), para a cultura probiética La-5.
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Os teores de solidos totais nas bebidas lacteas fermentadas por Lc-1
variaram entre 8,92 a 9,15, entre os tratamentos controle, com C. albidus e C.
lauretii (Tabela 8). A analise de variancia do teor de sdlidos totais indica que 0s
tratamentos controle e com C. albidus realizados foram estatisticamente
diferentes entre si (p<0,05). Para ambas as culturas probidticas, possivelmente
houve diferencas na reconstituicdo do leite em po, resultando em bebidas
lacteas com teores de sélidos totais diferentes significativamente. No entanto,
para as condicbes normais de preparo das bebidas, esta variacdo é
considerada pequena.

As bebidas preparadas por Sivieri e Oliveira (2002) adicionadas de
substituto de gordura apresentaram resultados cujos valores variaram de
8,93% a 9,16%, muito proximos aos observados no presente estudo.

O teor de solidos é importante pelas suas propriedades fisicas, como a
consisténcia e a viscosidade e pelo valor nutritivo do produto, podendo variar
de 9% a 30% nos leites fermentados, porém, teores acima de 25% afetam a
disponibilidade da umidade e retardam a atividade da cultura (TAMIME;
ROBINSON, 1999). O teor de sdlidos totais depende da formulacdo utilizada,
guanto maior a porcentagem de sélidos dos ingredientes usados para o0
preparo das bebidas lacteas, maior sera o teor de sdlidos totais (THAMER;
PENNA, 2006).

Bebidas lacteas com maiores teores de soélidos totais foram obtidas por
diversos autores. Madureira (2004), a qual produziu bebida lactea fermentada,
variando as concentracdes de soro de queijo, sacarose e oligofrutose, com
in6culo de uma cultura lactea mista contendo S. thermophilus, L. desbrueckii
subsp. bulgaricus, L. acidophilus e Bifidobacterium spp. Os valores de solidos
totais variaram entre 14,37% e 17,75%. A mesma cultura mista foi utilizada por
Gomes (2005) na producéo de bebidas lacteas com diferentes concentracdes
de soro de leite em po, leite em pd desnatado e isolado protéico de soja. Os
valores de sélidos totais variaram entre 13,27% a 18,46%. Lima (2003)
desenvolveu uma bebida lactea a base de soro de queijo, fortificada com ferro
e encontrou valores de sélidos totais que variaram entre 18,12% a 21,71%.
Thamer e Penna (2006) produziram bebidas lacteas funcionais fermentadas
por probidticos e acrescidas de prebidticos contendo de 15,68% a 18,97% de

solidos totais.
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5.2.1.2. Acidez

A pos-acidificacdo (variacdo da acidez titulavel) das bebidas lacteas
fermentadas pela cultura probidtica La-5 (Tabela 7) durante o armazenamento
refrigerado (1, 20, 40 e 60 dias), apresentou valores de acidez que variaram de
35,44 a 43,83 °D, e 30,86 a 41,07 °D para o tratamento com Cryptococcus
albidus e controle, respectivamente. No tratamento no controle houve diferenca
significativa (p<0,05) entre o periodo de 40 e 60 dias com os demais, e no
tratamento com C. albidus, houve diferenca entre o periodo de 0 dias com os
demais. Para cultura probiotica Lc-1 (Tabela 8), durante o armazenamento
refrigerado (1, 20, 40 e 60 dias), os valores de acidez variaram de 31,51 a
41,66 °D, de 35,98 a 70,43 °D e de 38,16 a 89,10 °D para o tratamento controle,
com Cryptococcus albidus, e Cryptococcus laurentii, respectivamente. Para
todos os periodos de estocagem, houve diferencas significativas (p<0,05) entre
o tratamento controle e os adicionados de levedura. Diferencas significativas
também foram encontradas para cada tratamento entre os diferentes periodos
analisados (p<0,05).

Quando comparado os tratamentos, a pos-acidificacdo de La-5 e Lc-1 foi
maior no tratamento com a presenca de levedura do que no controle, além de
aumentar os valores de acidez para ambos os tratamentos durante a
estocagem refrigerada. Apesar da cultura probiotica La-5 utilizada neste estudo
possuir baixa capacidade de acidificagdo (ZACARCHENCO; MASSAGUER-
ROIG, 2004), durante a estocagem, a pés-acidificacdo foi observada nas
bebidas lacteas fermentadas. A poés-acidificacdo das bebidas fermentadas por
Lc-1 foi superior aguela observada nas bebidas fermentadas por La-5.

Durante o periodo de estocagem refrigerada a acidez seguira
aumentando lentamente, pois as culturas probidticas continuam viaveis durante
o periodo de vida de prateleira (ADAMS; MOSS, 1997). Essas mudancas na
acidez do produto séo dependentes da temperatura de refrigeracdo, do tempo

de armazenamento e do poder de pos-acidificacdo das culturas utilizadas.
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5.2.1.3. Valor de pH

O valor de pH encontrado nas bebidas lacteas fermentadas com a
cultura probiética La-5 variou de 4,62 a 4,67 para o tratamento controle e
adicionado de C. albidus, conforme Tabela 7. A analise de variancia do pH de
La-5 indica que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
realizados (p<0,05).

Para a cultura probidtica Lc-1, os valores de pH variaram de 4,07 a 4,91.
N&o houve diferenca significativa (p<0,05) entre os periodos de estocagem
para o tratamento controle e adicionado de C. albidus.

O controle do pH é importante no processo de fermentacdo, pois a
separacao do soro esta diretamente relacionada com este parametro (GOMES,
2005). Além disso, o baixo pH dificulta o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis (VILJOEN, 2001). Nas bebidas lacteas funcionais desenvolvidas
por Madureira (2004), Gomes (2005) e Thamer e Penna (2006), os valores de
pH variaram de 4,60 a 4,89, 4,41 a 4,65 e 4,72 a 4,83, respectivamente.
Branddo (2006) elaborou uma bebida lactea fermentada por L. acidophilus
usando diferentes concentracdes de inulina. Foram encontrados valores iniciais
de pH que variaram de 4,10 a 4,76. Apds os periodos de estocagem (7, 14, 21
e 28 dias), os valores de pH variaram de 4,50 a 3,62, aumentando assim, a
acidez durante a vida de prateleira do produto.

As diferencas nos valores de pH nos produtos lacteos podem estar
relacionadas ao tipo e porcentagem de cultura utilizada, a atividade desta
cultura, ao valor estabelecido para finalizar a fermentacdo, a quantidade de
soro de leite utilizada na elaboracdo das bebidas lacteas, a adicdo de
diferentes ingredientes, assim como ao tempo e a temperatura de
armazenamento (THAMER; PENNA, 2006).

5.2.1.4. Tempo de fermentacéao

O tempo de fermentacéao foi definido como o tempo necessério para que
a bebida lactea fermentada atingisse aproximadamente o valor pH de 4,6, para

entdo, dar inicio ao resfriamento até 20 °C. O tempo de fermentacéo da cultura
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latica La-5 na bebida lactea fermentada foi maior na presenca da levedura
Cryptococcus albidus (41h 40m) do que no tratamento controle (19h 50m),
sendo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05), conforme a Tabela 7 e
Figura 13.

Para a cultura probidtica Lc-1, o tempo de fermentacdo foi maior na
presenca de C. laurentii (150h 50m) do que na presenca de C. albidus (17h
25m) e no controle (8h 45m), sendo estaticamente diferentes entre si (p<0,05),
conforme a Tabela 8 e Figura 14.

Os tempos de fermentacdo observados sdo muito superiores aqueles
encontrados em processos industriais e também citados na literatura. Com
intuito de estudar o efeito antimicrobiano das culturas probiéticas
separadamente, nao foi utilizado no presente estudo as culturas tradicionais do
iogurte, como Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, as quais reduzem muito o tempo de fermentacédo do produto, por
serem mais proteoliticas do que as culturas probioticas, possuirem maior poder
de acidificacdo e maior atividade de [-galactosidase (SHAH, 2001;
MADUREIRA, 2004). As culturas probidticas ndo produzem altas
concentracdes de 4cidos latico, citrico e a galactose, sendo assim, 0 consumo
desses acidos pelas leveduras faz com que o tempo de fermentacdo aumente
(VILJOEN, 2003).

O uso de culturas tradicionais do iogurte reduziu o tempo de
fermentacdo em estudos realizados por Madureira (2004), Gomes (2005) e
Thamer e Penna (2006), os quais produziram bebidas lacteas fermentadas com
in6culos de uma cultura lactea mista contendo S. thermophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. acidophilus e Bifidobacterium spp. e encontraram uma
variacdo de 270 a 350 minutos, 180 a 375 minutos, 180 a 255 minutos,
respectivamente. Castro (2007) encontrou tempos reduzidos de fermentacao
variando de 4,50 a 5,20 horas em bebidas lacteas probiéticas inoculadas com
culturas mistas (La-5, Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium animalis
Bb-12).
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5.2.2. Viabilidade das bactérias laticas

A densidade populacional de L. acidophilus presente nas bebidas
lacteas fermentadas variaram de 11,73 a 9,17 log UFC.mL™ (Tabela 9),
podendo ser visualizado diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05)
apenas no periodo de estocagem (60 dias). As populacdes de L. casei
apresentaram densidade populacional maior que L. acidophilus variando de
14,32 a 10,02 log UFC.mL™ (Tabela 10), demonstrando diferencas significativas
entre os tratamentos apés 20 dias de estocagem. Ao contrario do controle, 0s
tratamentos com C. albidus e C. laurentii apresentaram diferencas significativas
nos periodos de estocagem. Durante a vida de prateleira de produtos lacteos
fermentados como a bebida lactea, as bactérias laticas tendem a diminuir sua
viabilidade.

As culturas probibticas na presenca das leveduras aumentaram sua
densidade populacional. Isso ndo foi observado no tratamento controle, no qual
houve a reducdo da densidade populacional de 2 ciclos logaritmicos durante o
periodo de estocagem. Segundo Liu e Tsao (2009b), uma hipdtese para o
aumento da viabilidade das bactérias laticas seria que as leveduras na sua
forma ndo viavel agem como fontes de nutrientes para o desenvolvimento
dessas bactérias, liberando extrato de leveduras, vitaminas e aminodcidos. E
importante ressaltar que a interagdo da bactéria latica com as leveduras é
dependente de diferentes mecanismos e diferentes combinacdes de espécies.
Além disso, as leveduras que nao fermentam a lactose e galactose sé&o
consideradas mais efetivas quando presentes em iogurtes, pois ndo produzem
CO; e etanol, os quais geram odores desagraveis nestes produtos.

Todos o0s tratamentos atenderam aos requisitos de densidade
populacional de bactérias laticas do Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade de Bebida Lactea e para alegacdo do efeito funcional (BRASIL,
2005; BRASIL, 2008).
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Viljoen (2001) relata que a perda da viabilidade de bactérias laticas
tende a ocorrer na presenca de leveduras. No presente estudo, a adicao da
levedura na bebida lactea fermentada néo influenciou na viabilidade celular de
L. acidophilus e L. casei. A viabilidade e a atividade das bactérias probidticas
durante a preparacao e armazenamento € de grande importancia industrial. No
entanto, o baixo pH apdés a fermentacdo, os acidos produzidos no trato
gastrointestinal, o teor de oxigénio nos produtos, a temperatura, a baixa
atividade proteolitica, o desenvolvimento lento, a disponibilidade de nutrientes,
0 oxigénio dissolvido no leite e a adicdo de substancias durante a etapa de
producdo, sdo fatores que afetam também a viabilidade das bactérias
probioticas (CASTRO, 2007).

Sao poucos os estudos relacionados a viabilidade de L. acidophilus e L.
casei quando aplicados isoladamente em bebidas lacteas fermentadas.
Madureira (2004) encontrou densidade populacional de Lactobacillus
acidophilus em bebidas lacteas fermentadas funcionais, variando de 7,60 a
11,06 log UFC.mL™? atendendo ao requisito de 10° UFC.mL™ de bactérias
vidveis no produto, durante sua vida de prateleira. Em um estudo semelhante
realizado por Gomes (2005) e Thamer e Penna (2006), foram encontradas
densidades populacionais de 6,8 a 12,6 log UFC.mL™ e 8,06 a 12,41 log
UFC.mL™ nas contagens de Lactobacillus acidophilus, respectivamente. Em um
estudo realizado por Branddo (2006) em bebidas lacteas adicionadas de
prebidticos com ind6culo de L. acidophilus (1% e 2%), foi encontrado
inicialmente densidade populacional de 10,16 a 10,70 log UFC.mL™. Apés 28
dias, L. acidophilus decresceu 7,33 a 8,49 log UFC.mL™, porém permaneceu
superior ao pré-requisito minimo preconizado pela legislacdo, de 8 log
UFC.mL™. Castro (2007) avaliou a influéncia de diferentes proporcdes de soro
de queijo e oligofrutose em bebidas lacteas probiéticas inoculadas com culturas
mistas contendo La-5, Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium animalis
(Bb-12). A densidade populacional de L. acidophilus variou de 6,09 a 6,84 log
UFC.mL™ no produto. No estudo semelhante realizado por Cunha e
colaboradores (2008), as maiores densidades populacionais encontradas em

bebidas lacteas probiéticas foram de 6 log UFC.mL™.
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5.2.3. Viabilidade de fungos filamentosos e leveduriformes

Todos os tratamentos apresentaram densidade populacional de fungos
filamentosos e leveduriformes < 10 UFC.mL™, mesmo aqueles que continham o
in6culo das culturas de leveduras Cryptococcus albidus e Cryptococcus
laurentii. Provavelmente, as bactérias laticas liberaram compostos orgéanicos
antifingicos, os quais inibiram o desenvolvimento das leveduras. Esses
metabolitos podem ser acidos, tais como acético, latico ou outros compostos,
como as bacteriocinas (DE MUYNCK et al., 2004). Auséncia de leveduras foi
relatada por Madureira (2004) e Branddo (2006) na producdo de bebidas
lacteas funcionais. Tebaldi e colaboradores (2006) analisaram 20 amostras de
diferentes marcas comerciais de bebidas lacteas, ndo sendo encontradas
densidades populacionais para fungos filamentosos e leveduriformes.

Em contrapartida, Reis (2008) encontrou em bebidas lacteas comerciais
densidades populacionais de fungos filamentosos e leveduriformes < 1 a 3,7 X
10° UFC.mL™.

5.2.4. Atividade antimicrobiana da bebida lactea fermentada por

bactérias laticas probioticas sobre leveduras

Durante a fermentacdo da bebida lactea, o desenvolvimento da cultura
latica La-5 e Lc-1, provavelmente inibiu o desenvolvimento da levedura
Cryptococcus albidus e Lc-1 também inibiu Cryptococcus laurentii, resultando
em densidades populacionais inferiores a 10 UFC.mL™. No processo de
fermentacao trés fendmenos ocorrem no leite: (1) transformacéo da lactose em
acido latico, conferindo o sabor acido, abaixando o pH e levando a coagulacao
do leite; (2) producéo de diversos compostos volateis; (3) formacdo de outros
compostos, tais como exopolissacarideos, que aumentam a viscosidade, além
do &cido félico e bacteriocinas (TAMIME; ROBINSON, 1999).

A elevada atividade antimicrobiana dos lactobacilos esta relacionada
com a producédo de acido organicos e bacteriocinas, resultando no decréscimo
do pH, aumentando a vida de prateleira do produto.

Os iogurtes e as bebidas lacteas fornecem um ambiente seletivo para o

crescimento de leveduras devido ao baixo pH. As leveduras ndo estdo
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envolvidas no processo de fermentacdo, principalmente pelas altas
temperaturas durante o processamento. No entanto, a presenca de fungos
filamentosos e leveduriformes ndo sdo aceitaveis em produtos lacteos
fermentados, sendo os equipamentos, a ma sanitizacéo, a adicdo de polpas de
fruta ou outros ingredientes, como principais fontes de contaminacéo, além de
alterar as caracteristicas do produto final, como sensoriais, fisico-quimicas e
microbiolégicas (VILJOEN, 2001).

Contagens de fungos filamentosos e leveduriformes maiores ou iguais a
10* UFC.mlI* s&@o frequentemente encontradas em iogurtes e bebidas,
principalmente pela adicdo de polpas de frutas (VILJOEN, 2001).
Adicionalmente, a adicdo de aclUcar age como um substrato para fermentacao
e amplia o risco de leveduras deteriorantes. Embora, a densidade populacional
de leveduras se mantenha relativamente estavel em baixas temperaturas, o
desenvolvimento destes microrganismos pode aumentar quando o produto é
exposto a altas temperaturas, levando ao encurtamento da vida de prateleira
do produto.

No presente estudo, a presenca de leveduras nos produtos lacteos, ndo
alterou a densidade populacional das bactérias laticas. Nos testes da
capacidade antimicrobiana in vitro, observamos que a natureza do composto
inibidor para La-5 nédo era de natureza acida e que na bebida lactea elaborada,
a acidificacao foi reduzida. Quando a cultura Lc-1 foi utilizada, observou-se que
a natureza do composto inibidor era provavelmente um acido organico, e a
bebida lactea produzida apresentou elevada acidez. Em ambos os produtos,
mesmo com a adi¢do dos fungos, estes ndo estavam viaveis no produto apos a
fermentacao e durante o periodo de estocagem. No entanto, 0 mecanismo de

inibicdo é diferente para as culturas La-5 e Lc-1
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6. CONCLUSOES

As culturas probitticas apresentaram atividades antimicrobianas sobre
algumas leveduras isoladas de bebidas lacteas fermentadas. As células
probidticas ndo apresentaram efeito inibidor sobre leveduras, no entanto, o
sobrenadante livre de células, sobrenadante concentrado, sobrenadante livre
de células neutralizado e sobrenadante concentrado neutralizado das culturas
La-5 e Lc-1 apresentaram atividade antimicrobiana in vitro sobre Cryptococcus
albidus. A cultura Lc-1 também apresentou efeito inibidor para Cryptococcus
laurentii. A substancia produzida por La-5, provavelmente ndo € um &cido, pois
apos a neutralizacdo, o efeito antimicrobiano manteve-se presente. O efeito
antimicrobiano produzido pela cultura Lc-1 foi reduzido quando efetuada a
neutralizacdo, tratando-se provavelmente de um composto 4cido.

No desenvolvimento das bebidas lacteas fermentadas por culturas
probiéticas La-5 houve inibicdo de Cryptococcus albidus e nos produtos com
Lc-1, houve inibicdo de ambas as culturas de leveduras adicionadas, durante
todo o periodo de estocagem refrigerada. A presenca da levedura alterou os
valores de acidez titulavel, pH e tempo de fermentacdo, sem afetar a
viabilidade das bactérias laticas.

O efeito antimicrobiano das bactérias laticas probidticas La-5 e Lc-1,
observado in vitro e in situ, apresentam mecanismos diferentes.

As culturas probioticas comerciais La-5 e Lc-1 podem ser utilizadas
como bioconservantes de produtos lacteos, oferecendo produtos seguros com

ampla vida de prateleira.
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