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RESUMO

A utilizacdo de microrganismos potencialmente probidticos vem despertando o interesse
cientifico, uma vez que tem sido relatado a melhora das caracteristicas fisicas, quimicas e
sensoriais de produtos alimenticios, quando esses microrganismos sao utilizados. Além disso,
0s microrganismos probidticos exercem beneficios a satude do hospedeiro, como reducéo dos
indices glicémicos e da pressdo arterial, apresentam efeitos antimicrobianos e melhoram as
respostas imunoldgicas diante de distarbios gastrointestinais agudos e crénicos. No entanto,
apesar de possuirem elevado potencial biotecnol6gico, as pesquisas utilizando leveduras para
esse fim ainda sdo limitadas. Dentro desse contexto, 0s objetivos deste trabalho foram: i)
avaliar a influéncia do indculo misto das leveduras Kluyveromyces lactis B10 e Torulaspora
delbrueckii B14, nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo Canastra; ii) analisar o papel da
levedura K. lactis B10, veiculada a um queijo, na infeccdo causada por Salmonella entérica
sorovar Typhimurium em camundongos e iii) avaliar a sobrevivéncia de K. lactis B10 e T.
delbrueckii B14 no trato gastrointestinal (TGI) simulado, quando liofilizadas em leite UHT.
As proteinas expressas, pelas leveduras, durante a passagem pelo TGl também foram
avaliadas. Os resultados gerais mostraram que o in6culo misto das leveduras melhorou as
caracteristicas antioxidantes (72,62%) dos queijos e foi capaz de reduzir o teor de lactose em
até 92,08%. Além disso, os queijos produzidos com as leveduras apresentaram compostos
aromaticos exclusivos como o 3-methylbutyl octanoato, phenethyl butyrato, phenetyl
propionato, isobutyl butanoato e pentyl propionato que contribuem positivamente para as
caracteristicas sensoriais dos queijos. Os testes in vivo mostraram a capacidade do queijo
probiotico de melhorar a sobrevivéncia e o peso corporal de camundongos infectados com S.
Typhimurium. Além disso, foi observada a reducdo dos seguintes pardmetros: translocacédo
bacteriana para figado e baco, permeabilidade intestinal, niveis de IgA intestinal e atividades
de mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofilica (EPO) do figado e ileo em animais
infectados com S. Typhimurium e tratados com o queijo probidtico. Os testes de seguranca
mostraram que as leveduras sdo seguras para aplicacdo na inddstria de alimentos. A
sobrevivéncia das leveduras liofilizadas foi de 83,38% e 75,51% para K. lactis B10 e T.
delbrueckii B14, respectivamente na temperatura de 4 °C aos 120 dias. Quando submetidas a
condigdes simuladas do TGI, K. lactis B10 apresentou uma viabilidade de 96,72% enquanto
T. delbrueckii apresentou viabilidade de 97,75% ap6s 270 minutos de exposicdo a acidos e
sais biliares. As proteinas expressas no momento da passagem pelo TGI foram proteinas
envolvidas no metabolismo de carboidratos, aminoacidos, de producdo de energia e de
tolerdncia ao estresse oxidativo. Além disso, também foram observadas proteinas envolvidas
com o mecanismo de adesdo em K. lactis B10. Portanto, esses resultados demonstraram que
ambas as leveduras apresentaram potencial para serem utilizadas como probidticos na
industria de alimentos e forneceram insights sobre moléculas produzidas por leveduras e
associadas ao estresse ambiental.

Palavras-chave: leveduras probidticas; alimentos funcionais; queijo artesanal, trato
gastrointestinal simulado, seguranca, liofilizag&o, proteinas.



ABSTRACT

The use of potentially probiotic microorganisms has been attracting scientific interest, since
improvements in the physical, chemical and sensory characteristics of food products have
been reported when these microorganisms are used. In addition, probiotic microorganisms
provide health benefits to the host, such as reducing glycemic indexes and blood pressure,
have antimicrobial effects and improve immune responses to acute and chronic
gastrointestinal disorders. However, despite having high biotechnological potential, research
using yeasts for this purpose is still limited. Within this context, the objectives of this study
were: i) to evaluate the influence of the yeasts Kluyveromyces lactis B10 and Torulaspora
delbrueckii B14 on the physical and chemical characteristics of Canastra cheese; ii) to analyze
the role of the yeast K. lactis B10, transported to a cheese, in the infection caused by
Salmonella Typhimurium in mice and iii) to evaluate the survival of K. lactis B10 and T.
delbrueckii B14 in the gastrointestinal tract (GIT), when freeze-dried in UHT milk. The
proteins expressed during passage through the GIT were also evaluated. The overall results
showed that the yeasts improved the antioxidant characteristics (72.62%) of the cheeses and
were able to reduce the lactose content by up to 92.08%. In addition, the cheeses produced
with the yeasts presented unique aromatic compounds such as 3-methylbutyl octanoate,
phenethyl butyrate, phenethyl propionate, isobutyl butanoate and pentyl propionate that
positively contribute to the sensory characteristics of the cheeses. In vivo tests showed the
ability of the probiotic cheese to improve the survival and body weight of mice infected with
S. Typhimurium. Furthermore, a reduction in the following parameters was observed:
translocation to the liver and spleen, intestinal permeability, intestinal I1gA levels, and
myeloperoxidase (MPO) and eosinophilic peroxidase (EPO) activities in the liver and ileum
in animals infected with S. Typhimurium and treated with the probiotic cheese. Safety tests
showed that the yeasts are safe for use in the food industry. The survival of the lyophilized
yeasts was 83.38% and 75.51% for K. lactis B10 and T. delbrueckii B14, respectively, at 4°C
after 120 days. When subjected to simulated GIT conditions, K. lactis B10 showed a viability
of 96.72%, while T. delbrueckii showed a viability of 97.75% after 270 minutes of exposure
to bile acids and salts. The proteins expressed during passage through the GI tract were
proteins involved in carbohydrate and amino acid metabolism, energy production and
tolerance to oxidative stress. In addition, proteins involved in the adhesion mechanism were
also observed in K. lactis B10. Therefore, these results demonstrate that both yeasts have
potential to be used as probiotics in the food industry and provide insights into molecules
produced by yeasts and associated with environmental stress.

Keywords: probiotic yeasts; functional foods; artisanal cheese, simulated gastrointestinal tract,
safety, freeze-drying, proteins.



INDICADORES DE IMPACTO

Esse estudo teve como objetivo investigar a influéncia das leveduras nas caracteristicas do
queijo Canastra, buscando otimizar seus aspectos fisico-quimicos, 0 que pode gerar impactos
sociais, tecnoldgicos e econdmicos significativos, especialmente para os produtores artesanais
que obtém sua renda da comercializacdo desse tipo de queijo. Esse trabalho elucidou o
impacto que o queijo contendo a levedura K. lactis B10 apresenta diante do quadro de
infeccdo por enteropatdgenos, como Salmonella, em camundongos, reproduzindo os efeitos
causados em humanos. Além disso, diversas proteinas envolvidas no mecanismo de
sobrevivéncia das leveduras K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 durante a passagem pelo TGI
simulado foram elucidadas. Ao aprofundar a compreensdo sobre o impacto das leveduras nos
queijos artesanais, espera-se agregar caracteristicas funcionais como a ampliacdo do potencial
antioxidante, reducdo do teor de lactose, e melhoria de aspectos sensoriais e de textura, além
de servir como veiculo para a entrega de microrganismos probidticos. Doengas
gastrointestinais causadas por microrganismos patogénicos ou causadas por fatores genéticos,
um problema que acomete extensivamente a populacdo, podem ser prevenidas a partir de
pesquisas que elucidem os mecanismos, eficacia e seguranca das leveduras K. lactis B10 e T.
delbrueckii B14 como agentes terapéuticos nesse processo, trazendo um impacto social para
toda a populagdo. O desenvolvimento futuro de pesquisas e produtos poderdo se embasar em
respostas fornecidas por este trabalho, afetando positivamente o mercado de leveduras

probidticas comercializadas, que ainda é bastante restrito.



IMPACT INDICATORS

The study aimed to investigate the influence of yeasts on the characteristics of Canastra
cheese, seeking to optimize its physical-chemical aspects, which can generate significant
social, technological and economic impacts, especially for artisanal producers who obtain
their income from the commercialization of this type of cheese. This work elucidated the
impact that cheese containing the yeast K. lactis B10 has on infections caused by
enteropathogens such as Salmonella in mice, reproducing the effects on humans. Furthermore,
several proteins involved in the survival mechanism of the yeasts K. lactis B10 and T.
delbrueckii B14 during passage through the simulated GIT were elucidated. By deepening the
understanding of the impact of yeasts on artisanal cheeses, it is expected to add functional
characteristics such as increased antioxidant potential, reduced lactose content, and improved
sensory and texture aspects, in addition to serving as a vehicle for the delivery of probiotic
microorganisms. Gastrointestinal diseases caused by pathogenic microorganisms or caused by
genetic factors, a problem that extensively affects the population, can be prevented through
research that elucidates the mechanisms, efficacy and safety of the yeasts K. lactis B10 and T.
delbrueckii B14 as therapeutic agents in this process, bringing social impact to the entire
population. Future research and product development may be based on answers provided by
this work, positively affecting the market for commercialized probiotic yeasts, which is still

quite limited.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

Atualmente a procura por alimentos funcionais que proporcionam beneficios a satde é
crescente. Esses alimentos, além de fornecerem a nutricdo basica, desempenham um papel
importante na prevencéo e tratamento de doencas cronicas, principalmente aquelas associadas
a disturbios do trato gastrointestinal (TGI). Os beneficios conferidos pelos microrganismos
probidticos estdo associados a reducdo da pressao arterial, reducéo do colesterol e dos indices
glicémicos, efeitos antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatério e imunomodulador aqueles

gue os consomem (Mani-Lopez, 2023).

Os microrganismos probidticos podem estabelecer uma colonizacdo temporaria no
TGl por tempo suficiente para restaurar a diversidade microbiana benéfica. Ao fazer isso, eles
ajudam a restabelecer as fungdes fisioldgicas do hospedeiro (Jan et al., 2023). A liberagédo de
antimicrobianos, acidos organicos, bacteriocinas, inducdo da secrecdo de IgA, liberacdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e liberacdo de proteinas e enzimas, sdo alguns dos
mecanismos utilizados pelos microrganismos para desempenhar tais funcdes (Jan et al.,
2023).

As principais matrizes utilizadas como veiculo para a entrega de probidticos séo
matrizes lacteas como iogurtes, queijos e leites fermentados. A estratégia de utilizacdo desses
alimentos reside no amplo consumo, assim como no perfil nutricional adequado, para o
crescimento de diversos microrganismos. Os produtos lacteos possuem em comum elevado
teor de gorduras e poder tamponante, caracteristicas que implicam na protecdo e manutencdo

da viabilidade do microrganismo durante a passagem pelo TGI (Ge et al., 2024).

Espécies variadas de bactérias como Lactobacillus, Bifidobacterium e algumas
espécies dos géneros Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus sdo as mais empregadas em
pesquisas (Helmy et al., 2019; Muneeb et al., 2024). Por outro lado, a utilizacdo de leveduras
tem sido limitada a Saccharomyces cerevisiae. Apesar disso, alguns estudos mais recentes
demonstram o elevado potencial de outras espécies como Torulaspora delbrueckii,
Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica e Kluyveromyces sp. (Helmy et al., 2019; Li et
al., 2021).



13

As leveduras, de modo geral, apresentam propriedades atrativas como tolerancia ao
baixo pH, resisténcia aos sais biliares, a antibacterianos e a baixa atividade de agua. Além
disso, apresentam caracteristicas como a producdo de substancias antimicrobianas, co-
agregacdo, imunomodulacdo, entre outros mecanismos que atenuam a proliferacdo de
patdégenos no limen intestinal (Andrade et al., 2019; Jan et al., 2023). Além desses fatores,
um microrganismo probidtico deve apresentar auséncia de patogenicidade, estabilidade e
viabilidade para que possam sobreviver durante a passagem pelo TGI e exercer efeitos

benéficos.

A liofilizacdo tem sido um método eficaz de preservacdo e manutencao da sobrevivéncia
celular durante o armazenamento por longos periodos. Devido as condi¢des adversas durante
0 processo, sdo utilizados crioprotetores, como carboidratos e substancias proteicas, entre elas
o leite, garantindo a sobrevivéncia dos microrganismos durante o processo (Bolla et al.,
2011).

Os mecanismos pelos quais a K. lactis B10 e a T. delbrueckii B14 toleram o estresse
no TGI e proporcionam efeitos comprovadamente probidticos ainda ndo foram totalmente
compreendidos e elucidados (Andrade et al., 2017; Andrade et al., 2019; Andrade et al.,
2021; Silva et al., 2025). Diante disso, esse trabalho teve como objetivos a avaliacdo da
influéncia de K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 nos parametros fisico-quimicos do queijo
Canastra e a avaliacdo do queijo probidtico contendo K. lactis B10 em camundongos
infectados com Salmonella Typhimurium. Além disso, 0s aspectos de seguranca e tolerancia
das leveduras liofilizadas ao TGI também foram avaliados, bem como a caracterizacdo de

proteinas intracelulares expressas durante a passagem pelo TGI.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leveduras probiéticas

De acordo com a FAO (Food and Agriculture Organization), os probidticos sdo
microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas, trazem beneficios
ao organismo do hospedeiro direta ou indiretamente. Para isso, esses microrganismos devem
ser capazes de resistir as condig¢des acidas do TGI. Além disso, eles devem conseguir atingir o

intestino sendo capazes de proliferar e colonizar esse ambiente (Saad et al., 2013).

A selecdo de microrganismos probidticos envolve, principalmente, caracteristicas
funcionais e tecnoldgicas. Entre as caracteristicas funcionais desejadas estdo a capacidade de

sobreviver a entrega ao hospedeiro estabelecendo uma relacéo simbiética no TGI, apresentar
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interacdo com sistema hospedeiro, produzir compostos antipatogénicos e apresentar seguranca
comprovada (Shruthi et al., 2022).

A maioria dos microrganismos probidticos disponiveis sdo administrados oralmente, o
que implica na necessidade de uma cepa probiotica resistir as condi¢bes gastrointestinais
(enzimas digestivas, sais biliares, pH e temperatura do hospedeiro). Além disso, o
microrganismo deve ser capaz ainda de colonizar superficies mucosas e resistir a compostos
produzidos pela microbiota intestinal (Nandi et al., 2025). Para isso, alguns testes de
avaliacdo da capacidade de auto agregacdo, co-agregacdo, hidrofobicidade de superficie e
resisténcia a antifungicos devem ser realizados (Andrade et al., 2019). Outro fator importante
ao considerar a escolha do probiotico é a sua identificacdo como espécie, tipagem e testes de
seguranga, comprovando a auséncia de toxinas, atividade patogénica ou atividades
metabolicas que causem degradacdo de componentes presentes no hospedeiro (Staniszewski
etal., 2021).

As caracteristicas tecnolégicas desejaveis incluem a producao de grande quantidade de
biomassa e resisténcia a processos de fabricacdo e de processamento dos alimentos. Além
disso, a sobrevivéncia ao longo do tempo de prateleira, em temperaturas usualmente
requeridas, e a sobrevivéncia a procedimentos de preservacdo como a liofilizacdo devem ser

considerados (Cunningham et al., 2021, Silva et al., 2025).

O principal obstaculo relacionado a utilizacdo de bactérias probidticas € a
possibilidade de transferéncia horizontal de genes de resisténcia para bactérias patogénicas. A
transferéncia de genes entre leveduras e bactérias ndo é comum e, por isso, as leveduras
podem ser uma alternativa vantajosa, principalmente em tratamentos combinados a
antibidticos (Czerucka et al., 2007).

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii é uma levedura probiotica que atualmente é
comercializada e que oferece tratamento a distlrbios gastrointestinais. Essa levedura é
geneticamente proxima da Saccharomyces cerevisiae e tem a capacidade de crescer em
temperatura de 37 °C (temperatura corporal dos mamiferos), além de sobreviver as condi¢oes
adversas do TGI e oferecer efeito antibacteriano contra bactérias patogénicas. S. boulardii
possui algumas diferencas em relacdo a S. cerevisiae que incluem a falta de capacidade de

produzir ascosporos e de usar a galactose como fonte de carbono (Shruthi et al., 2022).

Diversos trabalhos demonstram a eficacia dessa levedura na inibi¢do do crescimento

de espécies de bactérias patogénicas como Lysteria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0966842X21000056#!
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e Staphylococcus aureus. Além disso, a ligacdo das células dessa levedura a enteropatogenos
como Escherichia coli e S. Typhimurium limitando infeccGes ja sdo caracteristicas bem
estabelecidas (Rajkowska et al., 2012).

Além da S. boulardii, outras leveduras isoladas de queijos, kefir, residuos industriais,
frutas, entre outros ambientes, vém sendo estudadas quanto as suas caracteristicas probidticas.
Espécies como Kluyveromyces lactis, Torulaspora delbrueckii, Cryptococcus laurentii,
Kluyveromyces marxianus, Pichia kudriavzevii e Rhodotorula mucilaginosa apresentam
potencial de producdo de moléculas bioativas que interferem no crescimento de patdégenos, no
desenvolvimento de células carcinogénicas, no aumento do colesterol e pressao arterial, em
processos de respostas imunologicas e em radicais livres presentes nas células. Além disso,
essas leveduras podem ser aplicadas na inddstria de alimentos devido a producéo de corantes,
enzimas proteoliticas e lipoliticas e geracdo de compostos relacionados ao desenvolvimento
de aroma e sabor de alimentos fermentados (Staniszewski et al., 2021).

2.2 Uso de culturas starters probidticas em queijos artesanais

Os alimentos que possuem probidticos sdo caracterizados como alimentos funcionais.
E quando consideramos a utilizacdo de probidticos nos alimentos funcionais, é preciso levar
em consideracdo alguns aspectos como a dose adequada e a viabilidade dos mesmos. Ja foi
relatado que os probidticos exibem efeitos fisioldgicos positivos apenas quando sdo ingeridos
em concentracdes superiores a 10’ UFC (Unidades formadoras de coldnias), entretanto alguns
outros trabalhos demonstram que a concentracdo de 10° ja é capaz de exercer o mesmo efeito
(Abadia-Garcia et al., 2013).

A maioria dos microrganismos utilizados em queijos sdo bactérias laticas que
apresentam importancia bem reconhecida (Anihouvi & Kesenkas, 2022). No entanto, as
leveduras também sdo importantes e alguns trabalhos mais recentes vém sendo desenvolvidos
com o objetivo de melhorar as caracteristicas nutricionais e fisico-quimicas de diversos
alimentos incluindo queijos, por meio da adicdo de leveduras probioticas (Borelli et al.,
2006). Li et al. (2022), por exemplo, avaliaram o0s efeitos das leveduras
Pichia kudriavzevii 1-21, Kluyveromyces marxianus B13-5, Saccharomyces cerevisiae DL6-
20 e K. lactis DY1-10, nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo. Merchan et al. (2020),
isolaram 154 estirpes de leveduras de queijo de ovelha cru e avaliaram a capacidade de
atividade antioxidante, antimicrobiana, auto- agregacdo e de hidrofobicidade para serem
futuramente utilizados como culturas iniciadoras na producdo de queijos. Li et al. (2021)

avaliaram a insercdo de uma levedura produtora de acido gama aminobutirico (GABA),


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/pichia
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/kluyveromyces
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/kluyveromyces-lactis
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composto envolvido na reducdo da pressdo arterial, na qualidade do queijo obtendo bons

resultados.

O consorcio de leveduras como Debaryomyces hansenii e Yarrowia lipolytica como
iniciadoras na producdo de queijos foi anteriormente proposto. D. hansenii foi descrita como
uma das espécies mais predominantes em processos de isolamentos de queijos e isso ocorre
porque essa levedura apresenta potencial de sobreviver em baixas temperaturas, baixa
atividade de agua e alta concentracdo de sal. Além disso, essa levedura também € capaz de
inibir a proliferacdo de microrganismos indesejados como Clostridium butyricum. Y. lipolytica

por outro lado, apresentou elevado potencial lipolitico e proteolitico (Ferreira et al., 2003).

As leveduras sdo encontradas naturalmente em produtos lacteos como queijos, uma
vez que apresentam capacidade de tolerancia ao baixo pH, baixo teor de umidade, elevadas
concentracdes de sal e armazenamento refrigerado (Helmy et al., 2019). As leveduras podem
ser encontradas causando deterioracdo ou promovendo mudancas fisico-quimicas que
impactam positivamente no aroma e sabor dos mais diversos queijos. Estdo envolvidas em
processos de maturacdo onde participam de interacbes microbianas contribuindo para
melhorar a textura, além de produzir diversos compostos organicos volateis e carbonilicos
(Silva et al., 2025).

Algumas leveduras apresentam propriedades lipoliticas e proteoliticas, além de
participar da formacdo de precursores de aroma como aminoacidos, acidos graxos e ésteres.
Além disso as leveduras sdo capazes de produzir compostos antimicrobianos e inibir o
crescimento de microrganismos indesejados. A principal contribuicdo das leveduras esta
atrelada a utilizacdo do acido latico favorecendo o aumento do pH, o que promove o
aparecimento de bactérias intolerantes a acidez elevada e, consequentemente, permitindo o

segundo estagio de maturacao do queijo (Ferreira et al., 2003).

Os queijos artesanais estdo entre os principais produtos lacteos comercializados em
todo mundo. Esses produtos encontram-se em posicdo de destaque devido a sua importancia
social, cultural e econémica. Uma grande variedade dos queijos artesanais é produzida a partir
de leite cru, e o seu amadurecimento é diferente daqueles queijos produzidos com leite
pasteurizado. A principal caracteristica dos queijos produzidos com leite cru é que eles
contam com uma comunidade microbiana complexa. Além disso, a microbiota indigena é
capaz de inibir microrganismos patogénicos e deteriorantes, atuando como bioconservantes
(Bintsis, 2021).
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O queijo Canastra é um dos queijos mais populares e mais bem estudados em relacéo
as suas caracteristicas de producéo, qualidade e aspectos de seguranca alimentar. Esse queijo €
produzido a partir do leite de vaca ndo pasteurizado, coalho, sal e soro de leite, denominado
como “Pingo”. Este por sua vez € obtido a partir da dessoracdo dos queijos produzidos no dia
anterior, durante o processo de moldagem. O “Pingo” contém uma diversidade de
microrganismos como bactérias laticas e leveduras que contribuem para transformar a

coalhada em queijos maturados (Borelli et al., 2006).

O queijo Canastra conta com uma diversidade grande de microrganismos como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Estudos realizados por Borelli et al. (2006),
Andrade et al. (2017) e Andrade et al. (2021) mostraram que as leveduras K. lactis, T.
delbrueckii, D. hansenii predominaram nas amostras de queijo Canastra. Essas leveduras
apresentaram potencial elevado de fermentar lactose e soro do leite, influenciaram na
producdo de compostos organicos volateis e na textura do queijo e demonstraram ser

promissoras em tratamentos de infeccdo por patdgenos gastrointestinais.

2.3  Papel das leveduras diante da infec¢do causada por Salmonella

A porcentagem de morbidade e mortalidade causada por patégenos entéricos,
incluindo a Salmonella, é alarmante mesmo diante de uma variedade de antibi6ticos
disponiveis no mercado. Algumas pesquisas estimam a ocorréncia de aproximadamente 2,8

bilhGes de casos anuais (Gut et al., 2018).

Salmonella entérica sorovar Typhi é a bactéria causadora da febre tifoide e que causa
entre 16 a 33 milhdes de casos com aproximadamente 500.000 mortes. A Salmonella néo
tifoide é responsavel por 90 milhGes de casos e desses, 155.000 resultam em mortes
anualmente (Bula-Rudas et al.,2015).

A Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, é classificada como Gram
negativa, intracelular facultativa, ndo formadora de esporos, possui forma de bastonete e €
anaerdbica facultativa. Algumas subespécies sdo capazes de fermentar a lactose, no entanto a
maioria das espécies ndo apresenta essa caracteristica. Além disso, sdo oxidase negativas e

catalase positivas (Andino & Hanning, 2015).

O género compreende duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori.
Anélises genéticas e bioguimicas levaram a criacdo de 6 subespécies dentro de S. enterica.
Cada subespécie de S. enterica contém varios sorovares. Salmonella enterica subsp. enterica

contém a maior e mais significativa quantidade de patdégenos de importéncia clinica. Os
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sorovares Typhi e Paratyphi levam as doencas denominadas como febre tifoide e paratifoide
respectivamente, sendo estas limitadas a humanos. Outros sorovares levam a febre ndo tiféide
que podem ser encontradas nos mais diversos vertebrados, incluindo humanos, e outras

restritas a vertebrados ndo humanos (Andino & Hanning, 2015; Gut et al., 2018).

As especies de Salmonella sdo encontradas no trato gastrointestinal de humanos e
outros vertebrados. Por isso, ovos, carne bovina, suina, de aves, laticinios, vegetais e agua
podem ser fonte de transmissdo de Salmonella. Essa bactéria pode ser transmitida pela via
oral-fecal, onde hospedeiros suscetiveis podem adquiri-la por meio de agua ou alimentos
contaminados e transmiti-la. Portanto, os casos de infec¢cdo por Salmonella pode ser
observado em maior proporcdo em paises de baixa renda, onde as condi¢des higiénico
sanitarias sdo precérias (Andino & Hanning, 2015; Gut et al., 2018).

Pouco tempo apos a ingestdo de agua e alimentos contaminados, Salmonella coloniza
o ileo distal e o colon proximal. De acordo com algumas pesquisas, populagdes entre 10° e

108 células ja sdo capazes de causar a infeccdo (Xu et al., 2010).

Salmonella utiliza seus flagelos e a quimiotaxia para localizar os enterdcitos, e a partir
disso, utiliza fimbrias para realizar o processo de adesdo. Uma vez aderida as células dos
enterdcitos, a invasdo das células epiteliais ndo fagociticas pela Salmonella ocorre devido a
presenca de dois sistemas distintos de secrecdo tipo Il (T3SSs) codificados pela ilha de
patogenicidade (SPI), o T3SS1 codificado por SPI-1 e o T3SS2, codificado pela SPI-2.
Juntos, os sistemas de secrecdo T3SS1 e T3SS2 sdo responsaveis por injetar
aproximadamente 40 proteinas envolvidas no mecanismo de internalizacdo de Salmonella

pelos enterocitos (Zhao et al., 2025).

As células de Salmonella podem ser exocitadas para espagos intersticiais da lamina
prépria, onde sdo fagocitadas por macréfagos, células dendriticas e células
polimorfonucleares e direcionadas a linfa nos linfonodos mesentéricos e, em seguida, sdo
transportadas para o baco e figado via corrente sanguinea. Além da capacidade de invaséo,
Salmonella produz enterotoxinas e citotoxinas que agem na inducgédo do acumulo de fluido na
alca ileal e na inibicdo da sintese proteica, respectivamente, 0 que gera sintomas como
diarreia inflamatoria. Além desses mecanismos, Salmonella também utiliza mecanismos como
os flagelos e flagelinas (como fatores de viruléncia), superdxido dismutase e sistemas de
aquisicdo de ions. Os flagelos aumentam a capacidade de invasdo devido a sua motilidade

enquanto a flagelina induz a resposta inflamatdria. Os radicais livres gerados pelo hospedeiro
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contra o patogeno podem ser neutralizados com a presenca da superoxido dismutase e o
sistema de aquisi¢do de ions é importante para aquisi¢do ou transporte de ferro, magnesio,

potassio e zinco onde as concentracdes sao limitadas (Gut et al., 2018).

Os antibioticos, muito utilizados para combater infec¢bes causadas por diversos
microrganismos incluindo Salmonella, estdo se tornando ineficazes devido a selegdo de
bactérias resistentes, trazendo a necessidade de novas estratégias como forma de tratamento
desses quadros inflamatorios. Nesse contexto, a utilizacdo de microrganismos probioticos
como forma de tratamento é uma alternativa interessante (Gut et al., 2022). Diversas
pesquisas elucidaram mecanismos envolvidos na inibi¢do da infeccdo por Salmonella através
da utilizacdo de linhagens bacterianas probidticas. No entanto, as leveduras exercem
mecanismos semelhantes e apresentam a vantagem de tolerar com mais eficacia as condicdes
do TGI. Além disso, em contraste com as bactérias que apresentam susceptibilidade a
medicamentos administrados contra as bactérias patogénicas, as leveduras ndo sao suscetiveis

podendo ser utilizadas em tratamentos combinados com medicamentos (Castillo et al., 2012).

Ja foi demonstrado que componentes da parede celular de leveduras como
manoproteinas atuam na ativacdo de neutrofilos, eosinofilos e macrofagos durante o quadro
de infeccdo. Além disso o beta glucano, também presente na parede celular, possui receptores
nas células do hospedeiro, indicando que esta molécula pode ser capaz de desencadear a
modulacdo da imunidade humoral (Hudson et al., 2016). Mon6meros de manose na superficie
celular das leveduras possuem receptores que podem levar a resposta pro ou anti-inflamatéria
(Levitz et al., 2010).

Algumas leveduras foram descritas como tendo a capacidade de producdo de
Imunoglobulina A (IgA), fatores de necrose tumoral e muitas interleucinas. Por outro lado,
em algumas situagdes as leveduras podem reduzir a producdo de fatores pré inflamatérios e
consequentemente a apoptose (Coutinho et al., 2021). Outros trabalhos ja demonstraram a
importancia da levedura na mudanca da rotacdo de flagelos, o que impediria o trajeto da
bactéria (Pontier-Bres et al., 2012).

Alguns géneros de leveduras isoladas do leite e kefir como Kluyveromyces e
Saccharomyces demonstraram participar da modulagdo imunoldgica quando ligantes como
flagelinas e LPS estavam presentes. Kluyveromyces marxianus foi capaz de inibir a expressao
de citocinas pro inflamatorias, quimiocinas e a liberacdo de TNFo (Romanin et al., 2010; Gut
etal., 2022).
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A ligacdo da levedura a superficie de bactérias patogénicas impedindo a ligacdo das
mesmas ao epitélio intestinal € um mecanismo que foi associado a presenca de adesinas

presentes na superficie celular de algumas leveduras S. cerevisiae (Bruckner & Mosch, 2012).

A inibicdo do crescimento de patdgenos como Salmonella pelas leveduras, geralmente
ocorre pela producdo metabolitos como dioxido de enxofre, didxido de carbono, etanol,
sintese de toxinas, alteracbes de pH e producdo de acidos organicos. Esses mecanismos
representam a importancia de leveduras trazendo a necessidade da prospec¢do de novas
espécies de leveduras, assim como de outros mecanismos envolvidos nesse processo (Muccilli
& Restuccia, 2015).

2.4 Resistencia dos probidticos as condic¢des do trato gastrointestinal (TGI)

A populacdo de microrganismos probidticos, assim como sua eficcia podem ser
reduzidos devido as condi¢cBes ambientais as quais 0s microrganismos sdo expostos como o
pH acido presente no estomago e sais biliares no intestino delgado. Os acidos podem difundir-
se através da membrana dissociando-se no interior no citoplasma em prétons e compostos
carregados, o que altera o pH intracelular e afeta o gradiente de pH transmembranar. Uma vez
afetado, o gradiente de prétons, que contribui para a forca préton motriz, é reduzido e
minimiza o rendimento energético necessario ao crescimento celular. Além disso, o pH baixo
pode levar a danos no DNA e desnaturacdo proteica, 0 que causa inviabilidade a célula
microbiana (Skoneczny & Skoneczna, 2018; Alkabani et al., 2022).

Os sais biliares, assim como as enzimas pancreaticas e hidroliticas, sdo outro obstaculo
que precisa ser vencido pelos microrganismos. Os sais biliares, produzidos a partir do
colesterol, apresentam propriedades detergentes podendo ser tdxicos para 0s microrganismos.
Além disso, 0 estresse alcalino do ambiente intestinal pode causar danos permanentes a
célula. As funcbes desempenhadas pelos transportadores de membrana é mantida devido ao
gradiente de protons. Portanto, esse gradiente € necessario para a absor¢do de diversos
nutrientes. Enquanto o pH acido influencia o gradiente de prétons levemente, o pH alcalino o
destroi, causando uma deficiéncia na absorcdo de nutrientes como a glicose e fosfato
(Skoneczny & Skoneczna, 2018; Alkabani et al., 2022).

Esses fatores, em conjunto, podem levar a geracdo de espécies reativas de oxigénio, o
que € conhecido como estresse oxidativo, ocasionando danos as proteinas e,
consequentemente, inativacdo de vias metabolicas intracelulares importantes para a

manutencdo da célula (Baig et al., 2021).
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Dentro desse contexto, a protedmica é uma técnica que fornece uma melhor
compreensdo de mecanismos moleculares microbianos envolvidos na resposta a exposicao
aos constituintes do TGI. Os métodos protedmicos incluem o fracionamento de proteinas por
eletroforese em gel unidimensional (1DE) ou bidimensional (2DE). Em seguida, é realizada a
técnica MS como a dessorcdo/ionizacdo a laser assistida por matriz-tempo de voo (MALDI
TOF/TOF MS) ou nano cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massa tandem via
ionizacao por eletrospray (LC-MS/MS), com o objetivo de buscar espectros semelhantes em

bancos de dados disponiveis e realizar a identificacdo das proteinas (Stastna, 2024).

Alguns mecanismos utilizados pelos microrganismos sdo universais como a ativagéo
de enzimas de dobramento como as DnaK, proteinas heat Shock (HSPs), chaperonas, entre
outras, que neutralizam proteinas que foram dobradas incorretamente ou proteinas
desnaturadas devido as condicdes adversas (Figura 1). Proteinas envolvidas no catabolismo de
carboidratos também sdo observadas durante a passagem pelo TGI, e acredita-se que estejam
relacionadas ao aumento da producdo de energia necessaria para o desempenho das fungdes
celulares (Siciliano & Mazzeo, 2012). As ATPases de translocacdo de prétons, a exemplo da
bomba de sddio e potassio, sdo outro grupo de proteinas mais expressas pelos microrganismos
durante condicdes de estresse alcalino e estdo envolvidas na manutencdo do pH intracelular e,
consequentemente, na manutencéo das fungdes celulares (Mbye et al., 2020) (Figura 1).

Figura 1: Principais mecanismos envolvidos na resposta microbiana ao estresse
gastrointestinal.
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Legenda: A: bile é desintoxicada do citoplasma pela atividade de bombas de efluxo biliar e/ou
transportadores de multiplas drogas. Os acidos biliares conjugados sdo desconjugados pela hidrolase
do sal biliar (BSH); B: Tanto a bile quanto o choque térmico induzem agregacdo e dobramento
incorreto de proteinas, que é neutralizado pela acdo de chaperonas e proteases; C: A F 1 F o-ATPase é
usada por bifidobactérias para neutralizar a acidificacdo do citoplasma que ocorre em ambientes
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acidos. Além disso, a producdo de aminoécidos de cadeia ramificada é acoplada a desaminacdo da
glutamina, produzindo aménia que atua como um tampao citoplasmatico.

Fonte: Ruiz et al. (2011)

Siciliano & Mazzeo (2012) j& descreveram a expressdo de proteinas envolvidas na
replicacdo, transcricdo e traducdo como RNA polimerases, fatores de alongamento e proteinas

ribossomais.

Em resposta ao pH acido também €& comum observar a expressdo de glutamina
sintetase e proteinas envolvidas na biossintese de aminoacidos de cadeias ramificadas, uma
vez que esses podem gerar amonia que restauram o pH intracelular (Ruiz et al., 2011) (Figura
1).

A membrana celular € um agente importante no processo de exposi¢do as condicdes
adversas e, geralmente, proteinas envolvidas na producdo de exopolissacarideos (EPS) ou no
metabolismo de acidos graxos, que diminuem a permeabilidade da célula aos sais biliares, sdo
expressas na tentativa de proteger a célula microbiana de danos oxidativos causados pelos sais
biliares (Mbye et al., 2020). Também é comum a expressao de proteinas como a tiorredoxina
e superoxido redutase que favorecem a manutencao do equilibro redox intracelular (Morales-

Amparano et al., 2019).

Algumas estratégias que vem sendo empregadas com sucesso nos ultimos anos e que
fornece uma protecédo das células microbianas as condi¢fes adversas durante a passagem pelo
TGl sdo o encapsulamento, onde as células sdo revestidas por polimeros de qualidade
alimentar e a adicdo de agentes protetores como os osmorreguladores e 0s crioprotetores
(Staniszewski et al., 2021).

A liofilizacdo € uma técnica que, além de preservar 0 microrganismo, garante a
reducdo do teor de umidade e facilita o seu transporte (Baig et al., 2021). Para que 0 processo
de liofilizacdo seja bem sucedido, é necessario o congelamento da substéncia utilizada como
agente crioprotetor e, posteriormente, sublimacdo da 4gua a vacuo. Durante esse processo, 0
gelo passa para 0 estado gasoso resultando em uma substancia seca. As vantagens do processo
de liofilizagcdo residem em manter a cor e a textura do produto, preservar a viabilidade dos
microrganismos e reter substancias ativas utilizadas como matrizes, maximizando a qualidade

nutritiva dos alimentos para os quais 0s probioticos sdo destinados (Reddy et al., 2014).
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Por outro lado, a liofilizacdo pode afetar as membranas microbianas, assim como ao
DNA, enzimas e proteinas. Os cristais de gelo formados durante o congelamento, podem
causar danos mecanicos as membranas microbianas (Ge et al., 2024; Ge et al., 2024). Além
disso, as proteinas de membrana, intracelulares e enzimas presentes podem sofrer
desnaturacdo devido a baixa temperatura, 0 que compromete quimicamente a célula
microbiana. O DNA, por outro lado, é afetado devido ao processo de secagem que pode
causar um aumento da concentracao de solutos, alterar a distribuicdo de cargas e destruir as

ligacdes glicosidicas e de hidrogénio presentes entre as bases de DNA (Ge et al., 2024).

Em funcdo disso, diferentes crioprotetores tém sido amplamente utilizados, entre eles
0s carboidratos mostraram-se semipermedveis, evitando a formagdo de cristais de gelo e
fornecendo protecdo mecénica, sendo os matérias mais comumente utilizados. Entretanto,
também tem sido relatada a utilizacdo de leite integral e desnatado, glicerol, entre outros (Ge
et al., 2024).

3. CONSIDERACOES GERAIS

As leveduras sdo microrganismos promissores para serem utilizados como
probidticos em diversos alimentos. Além de apresentarem potencial biotecnoldgico que as
colocam nessa posicdo, elas também apresentam maior tolerncia a condigdes abioticas
guando comparadas com algumas bactérias. Entretanto, as pesquisas e a utilizacdo de
leveduras no mercado probiotico ainda é bastante restrita. Este trabalho traz respostas
importantes quanto a utilizacdo de leveduras em queijos artesanais, que sdo produtos de
amplo consumo, a influéncia desses microrganismos nas mudancgas ocorridas durante o
processo de maturacdo e as vantagens que esta utilizacdo pode trazer. Além disso, foi
possivel confirmar a protecdo dos tecidos quando essas leveduras sdao administradas a
camundongos com gastroenterite e 0s mecanismos bioquimicos ou metabdlicos envolvidos
na tolerancia ao estresse gastrointestinal ao qual essas leveduras sdo submetidas quando

consumidas em um alimento como veiculo.
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Abstract: Canastra cheese, an artisanal cheese produced in Serra da Canastra—Brazil, has
great cultural importance. Furthermore, this cheese has nutritional and sensory attributes
that make it of great economic importance. Its microbiota is composed of different bacteria
and yeasts. Some yeasts already isolated by our research group have been characterized
as potential probiotics. Probiotic microorganisms have garnered scientific interest, as
improvements in the physical, chemical and sensory characteristics of food products have
been reported when these microorganisms are used. In this context, the objective of this
work was to evaluate Kluyveromyces lactis and Torulaspora delbrueckii, which were
previously isolated from Canastra cheese, as autochthonous starter cultures. Canastra
cheese was produced under three different conditions: (1) cheese with “Pingo” (natural
starter), (2) cheese with “Pingo” + yeast mixed culture, and (3) cheese with only mixed
yeast culture. The results showed that the mixed yeast inoculum significantly influenced
the lactic acid bacteria population. Yeast populations remained at around 106 CFU/g after
45 days of maturation. Furthermore, cheeses containing the yeast mixed with inoculum
had an initial lactose content reduced by 92.80% compared to cheese produced with “Pingo”
(87.70%). The antioxidant activity, evaluated using the ABTS method, showed that cheeses
containing the mixed yeast culture had higher percentages of antioxidant activity at 45 days of
maturation. The texture profile of the cheeses changed over time. In general, the cheese
containing the yeast mixed culture and “Pingo” and the cheese containing “Pingo” had the
lowest hardness at 30 days of maturation (5245 and 5404 N, respectively). Among the
volatile compounds, 3-methylbutyl octanoate, phenethyl butyrate, phenethyl propionate,
isobutyl butanoate and pentyl propionate were found only in cheeses produced with
yeast mixed culture. The obtained results demonstrated that the use of autochthones
probiotic cultures could improve the cheese characteristics without negatively impacting
the traditional physicochemical attributes of Canasta cheese.

Keywords: probiotic yeasts; functional foods; artisanal cheese

1. Introduction

Minas artisanal Canastra cheese is a type of artisanal cheese produced in the Serra da
Canastra region in the state of Minas Gerais, Southwest Brazil. This cheese is produced
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from raw milk using a culture of endogenous microorganisms called “Pingo”. “Pingo”
is obtained from the cheese whey collected after the second salting of the cheese produced
the previous day and contains lactic bacteria, such as those of the Lactobacillus and
Enterococcus and Weissela genera, and yeasts, such as Candida, Debaryomyces, Pichia,
Kluyveromyces, Torulaspora, Yarrowia, Wickerhamiella, Trichosporon, among others. Due to the
diversity of microorganisms capable of fermenting milk, some small producers use Pingo as a
starter in the production of Canastra cheese [1-3].

Canastra cheese has great cultural and economic importance and is the main source
of income for small producers in the region [3]. It is estimated that approximately 800
families depend on the sale of this product. In 2019, the profit obtained from the sale of
Canastra cheese was approximately US $20 million. This demand was met only due to
intense production equivalent to 20 kilos/day/producer in the previous year [2]

Compared to other Brazilian artisanal cheeses, Canastra cheese requires a
longer maturation period, and according to legislation, Canastra cheese must mature for
at least 22 days at room temperature before being sold. This maturation period, in
addition to promoting greater safety in consumption, contributes to greater microbial
diversity [2,4].

During the maturation period, the cheese’s water activity decreases, and the cheese’s
endogenous microorganisms produce some organic acids that are responsible for the low
pH and increased acidity. Together, these factors create an unfavorable environment for
colonization by pathogenic microorganisms [2]. These characteristics, which are linked to
the climate, temperature, altitude, native pasture and solar incidence of the region, give
this cheese unique sensory characteristics [1,5].

Lactic acid bacteria play an important role during the cheese maturation process,
con- tributing to lactose fermentation and lactic acid production, in addition to being
involved in the biochemical processes that result in desirable sensory characteristics.
However, more recent studies have reported the importance of other endogenous
microorganisms, such as yeast.

Yeasts are common microorganisms in cheese production ecosystems due to
their tolerance to a wide range of pH, temperature, low water activity and high salt
concentra- tions. Yeasts can metabolize lactose and galactose and assimilate lactic and
citric acids, which is important in the reestablishment of Gram-positive bacteria that are
sensitive to acidic environments [6,7]. They play an important role in the microbiota and
ripening of cheese, as they consume lactic acid with a consequent increase in pH. This
factor favors the emergence of proteolytic bacteria [8,9]. In general, the most common
yeasts found in the most diverse types of cheese are Kluyveromyces marxianus,
Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica and Rhodotorula
mucilaginosa.

Although some yeasts are associated with undesirable characteristics, such as fruit
flavor, mucoid texture and changes in color, in cheese, others improve the texture and aroma
profile through the production of important metabolites [9]. In Brazil, yeasts have been the
target of some studies in recent years due to the need for a better understanding of their
role in the quality of cheese. Andrade et al. [1] isolated and identified Torulaspora delbrueckii
B14 and Kluyveromyces lactis B10, and subsequent works by our group have evaluated their
impact as simple and mixed inocula in cheese production. Andrade et al. [10] evaluated
the impact of T. delbrueckii B14 and K. lactis B10 as simple and mixed inocula for cheese
production, and also the survival capacity under simulated gastrointestinal conditions.
These authors observed that yeasts presented a survival rate greater than 80% after passage
through the simulated gastrointestinal tract, had self-aggregation rates greater than 90%
and exhibited B-galactosidase activities of 0.35 U/g and 0.53 U/g, respectively. Both yeasts

survived the maximum concentration of 10% NaCl for 21 days and showed growth at
4 °C. Andrade et al. [11] demonstrated the ability of the yeast K. lactis B10 to maintain the



31

survival of mice up to 24 days after infection with salmonellosis, with a survival rate
of 90%. This survival rate, in comparison with the protection exerted by Saccharomyces
boulardii (70%), demonstrate that the use of these yeasts in food products for probiotic
purposes is very promising.

The few studies on yeast in cheese have shown that these microorganisms play
an important role in the cheese maturation process. Furthermore, the use of potentially
probiotic yeasts as starter cultures in the production cheese is understudied and may
provide several promising applications. Thus, the objective of this research was to evaluate
the effects of using the yeasts K. lactis B10 and T. delbrueckii B14 as autochthonous starter
cultures and their impact on the physicochemical characteristics of Canastra cheese.

2. Materials and Methods
2.1 Preparation of the Inoculum

K. lactis B10 and T. delbrueckii B14 were previously isolated from Canastra cheese
and stored at —80 °C in 40% glycerol. The reactivation of the yeasts was carried out in
YPD (1% yeast extract; 2% peptone; 2% dextrose) and incubation at 28 °C for 24 h. The
inoculum was multiplied until its population reached a cell concentration of 8 Log cells/mL.
After obtaining the desired population, the yeasts were centrifuged at 10,000x g at 4 °C for 7
min and stored in peptone water (0.1% w/v) until use.

2.2 Cheese Production

The cheeses were produced in a cheese factory in the municipality of Bambui—
MG (20°021" S, 45°58" 37" W), using the producer’s physical infrastructure, milk and
meth- ods with the aim of faithfully reproducing the Canastra cheese production process.
The raw milk was collected immediately after milking, transported to the cheese factory
and then processed. A total of 150 L of raw milk, at approximately 35 °C, was
transferred to manufacturing tanks and then the specific inoculum for each treatment
was added. Three treatments, in triplicate, were evaluated: [—Cheese made only with the
producer’s starter “Pingo”; [I—Cheese made with “Pingo” and the mixed inoculum K. lactis
B10 and T. delbrueckii B14; Ill—Cheese made using only the yeast mixed inoculum.

Milk coagulation was performed with commercial rennet (HA-LA® Chr. Hansen
Lavras, Brazil) at a concentration of 1 mL/L (75 IMCU/mL). After adding the inoculum,
rennet and salt to each treatment, the inoculum was mixed with the milk for 5 min followed
by rest for 30 min. The obtained curd was cut with a stainless-steel cutter and homogenized
for 5 min. Then the whey was removed, and the cheese mass was added to the molds.
After molding, the cheeses were salted via dry salting, where the salt was deposited on
the cheese surface. After 24 h, the cheeses were removed from the molds and stored in
maturation chambers at room temperature (18 to 22 °C), turning every day to ensure product
uniformity. The cheeses were matured over 45 days and samples were collected every 15
days. The protein was 29.61-30.12%, the moisture was 38.54-40.12% and the fat was 31.0-
31.8%.3

2.3 Monitoring the Yeast and Bacteria Population During Cheese Maturation

Yeast and bacterial populations were monitored in the cheese during the cheese
maturation process at 0, 15, 30 and 45 days. For plating, 5 g samples of cheese were
diluted in 45 mL of 0.1% sterile peptone water and homogenized by vortexing. Subsequent
dilutions were then prepared by transferring 100 pL of the previous solution to tubes
containing 900 pL of 0.1% peptone water in labeled tubes for subsequent plating. For yeast
counting, 100 pL aliquots were plated on plates containing YPD medium with 0.01%
(w/v) chloramphenicol and incubated at 28 °C for 48 h. To count bacteria, plates



32

containing MRS medium supplemented with 0.2% (v/v) nystatin were used and incubated

at 37 °C for the same period. After incubation, the population was determined, and the
results were expressed in forming units per gram of cheese (Log CFU/g).

2.4 Determination of Sugars and Acids by HPLC

Acids and sugars were analyzed by liquid chromatography and determined in
g/kg. To extract sugars, 0.5 g of cheese was diluted in 2.5 mL of mobile phase and
vortexed. After extraction, the material was centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4 °C
and the supernatant obtained was filtered through 0.22 pm filters. The chromatograph used
was the Shimadzu (Shimadzu Corp, Kyoto, Japan) equipped with a refractive index
detector (RID- 10A). The column used was Supelcogel 8H (Supelco, Bellefonte, PA, USA) (7.8
mm X 30 cm) at 30 °C. The mobile phase used was a 0.005 M H2S04 solution at a flow rate of
0.5 mL/min. Identification was carried out by comparing the retention times of the
compounds with those of pure standards injected under the same conditions. The
concentrations of the iden- tified compounds were determined by external calibration
according to Andrade et al. [1]. All analyses were performed in triplicate.

2.5 Determination of Total Phenolic Compounds

Total phenolic compounds were evaluated by the Folin-Ciocalteu method according
to Kamtekar etal. [12]. For this purpose, extracts were prepared according to the methods
of Gil et al. [13], with modifications. Briefly, 0.5 g of cheese was diluted in 40 mL of
methanol, resulting in an extract with a concentration of 10 mg/mL. This extract
remained in the ultrasonic bath for 10 min and was then vortexed for one minute.
Subsequently, 0.75 mL of the extract was added to 1.25 mL of 10% (v/v) Folin-Ciocalteu
solution and 1 mL of 4% (w/v) sodium carbonate solution. The mixture was homogenized
in a vortex mixer and left to rest for 2 h in the dark. The samples were analyzed
spectrophotometrically at 750 nm. The total phenolic content was expressed as mg of
gallic acid equivalent per g of extract (EAG/g).

2.6 Antioxidant Activity of Cheeses—ABTS Test

The DPPH and ABTSe+ radical scavenging methods were carried out according to the
methods described by Gil et al. [13]. The samples were kept in a dark environment, and
spectrophotometric analyses were subsequently carried out. The results are expressed as
percentage of free radical scavenging.

2.7 Electron Microscopy

The cheese samples collected at 15, 30 and 45 days of maturation were fixed in
modified Karnovsky (composed of 2.5% glutaraldehyde, 2.5% formaldehyde in 0.05 M
sodium cacodylate buffer (pH 7.2, 0.001 M CaClz) and kept in the refrigerator for a week)
for a minimum of 24 h. Then, the samples were washed three times for 10 min each with
sodium cacodylate buffer (0.05 M) and dehydrated in an increasing acetone gradient
(25%, 50%, 75%, 90%, once and 100% three times) for approximately 10 min in each
solution. After this dehydration, the samples were placed in the Balzers CPD 030 critical
point device to replace acetone with CO2 and complete drying. After this process, the
samples were mounted on aluminum stubs with double-sided carbon tape on an
aluminum foil film and covered with gold in an evaporator (Sputter Coater SCD 050—
Balzers). The electron micrographs were recorded digitally under working conditions of
20 kV and a working distance of 9 mm using a Tescan Clara field emission scanning
electron microscope from the Electronic Microscopy and Ultrastructural Analysis
Laboratory (LME, UFLA).
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2.8 Texture Profile Analysis (TPA)

TPA of the cheeses was carried out on a TA-XT2i SMS texturometer (Stable Micro
Systems Ltd., Surrey, UK) equipped with a 75 mm diameter cylindrical probe. The hardness
(N), adhesiveness (N), cohesiveness (N) and gumminess (N) of the samples were analyzed.
The following parameters were used: cheese sample volume, 2 cm3; compression time, 5 s;
test speed, 5 mm/s; and posttest speed, 2 mm/s [14]. Six measurements were taken for
each sample.

2.9 Analysis of Volatile Organic Compounds by HS—-SMPE GC-MS

The volatile compounds from the cheese samples were extracted using the solid
phase microextraction technique (HS SPME), as described by Menezes et al. [15], with
modifications. Samples (3 g) were placed in 20 mL vials. A 50/30 pm divinylben-
zene/carboxene/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) fiber supplied by Supelco
(Bellefonte, PA, USA) was used to extract the volatile compounds. The fiber was stabilized
for 10 min at 65 °C and then exposed in vials containing the sample for 25 min at the same
temperature. After extraction, the fiber was kept for 5 min in the injector at 230 °C to
desorb volatiles.

Volatile compounds were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry
(GC- MS) (Model GCMS-QP2010; Shimadzu, Tokyo, Japan) equipped with a Carbowax
column (30 m % 0.25 mm id. x 0.25 pm). The oven temperature was set at 40 °C for 5 min,
increased to 220 °C (at a rate of 10 °C/min) and finally held at this temperature for 10 min.
The carrier gas was high-purity helium at 0.7 mL/min. The mass detector operated in
selective mode was a quadrupole with an electron impact ionization system at 70 eV and
250 °C. Volatile compounds were identified using the NIST 2011 library and identities were
confirmed using the linear retention index (LRI) calculated from the injection of a series of
alkanes (C8-C40). The relative percentage of compounds was calculated by normalizing
the peak area.

2.10 Statistical Analysis

The obtained data were subjected to ANOVA and Tukey’s test. A heatmap was
used to visualize the volatile organic compound data. All analyses were carried out
using R software version 4.3.3.

3. Results and Discussion
3.1 Microbial Population Changes Throughout the Canastra Cheese Maturation Process

The yeast population in the cheeses was monitored for 45 days of maturation
(Figure 1). At 15 days of maturation, the yeast + “Pingo” cheese had the highest yeast
count (7.58 log CFU/g). However, at 30 days of maturation, there was a significant increase
(p < 0.05) in the yeast population for the yeast mixed inoculum cheese. In this case, the yeast
population was greater (7.67 log CFU/g) in relation to “Pingo” cheese (6.96 log CFU/g)
and yeast + “Pingo” cheese (6.52 log CFU/g) (Figure 1A).

At 45 days of maturation, the yeast mixed inoculum cheese maintained the high-
est yeast population (6.51 log CFU/g) compared with the yeast + “Pingo” and “Pingo”
cheeses, which did not differ from each other (6.24 and 6.25 log CFU/g, respectively).
The yeast population in Canastra cheese has been previously reported in the literature by
Andrade et al. [1] and Kothe et al. [16]. In the latter, the authors found that the diversity
and abundance of yeast present in cheeses produced on several farms in the Serra da
Canastra region were relatively high. Considering the yeast population present in “Pingo”
and that in the used yeasts mixed culture, a higher yeast count in yeast + “Pingo” cheese
could be expected. However, throughout the maturation of cheese, competition between
yeasts and bacteria for nutrients can influence the reduction of the yeast population [17].
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This hypothesis can be confirmed with the largest yeast populations being
observed in cheeses containing separate inocula (yeast mixed inoculum or “Pingo”

cheese).
I Yeast
A [ Yeast + "Pingo"
8- A pa ma Aa oA [ "Pingo”

Yeast population Log (CFU/g)
S
1

0 15 30 45
Maturation time of Canastra cheese (days)
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S
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Figure 1. Microbial population over 45 days of cheese maturation. (A)—Yeast population. (B)—Ba-
cterial population. The data are expressed as the mean of triplicate samples * standard deviation.
Means with different letters are significantly different according to the Tukey test, p < 0.05. Capital
letters represent the breakdown of treatments within time, and lowercase letters represent the
breakdown of times within the treatment.

Regarding the bacterial population (Figure 1B), it was observed that the highest
bacte- rial population count was found for the yeast mixed inoculum cheeses (7.08 log
CFU/g) followed by “Pingo” (6.88 Log UFC/mL) and yeast + “Pingo” (6.32 Log UFC/g). At 30
days, the yeast mixed inoculum and the yeast + “Pingo” cheese were those with the highest
populations (7.34 and 7.02 Log CFU/g, respectively). Finally, at 45 days of maturation, the
yeast mixed inoculum cheese presented the highest population (5.82 Log CFU/g), while
the yeast + “Pingo” and “Pingo” cheeses did not show a significant difference between
populations (5.59 and 5.62 Log CFU/g).

The results suggest that inoculation of K. lactis B10 and T. delbrueckii B14 in the
cheese

did not inhibit the growth or survival of lactic acid bacteria, since the
population of bacteria in yeast mixed inoculum cheese was significantly greater (p < 0.05) at

all analyzed maturation times than in cheeses with no added mixed yeast inoculum (Figure
1B). Similar
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results were observed for the yeast + “Pingo” cheese. This same synergistic
effect was observed by Centeno et al. [17], who associated the presence of K. lactis with

an increase in Enterococcus faecium counts throughout the maturation of Cebreiro-type
cheese. This phenomenon may be due to the release of growth factors such as amino acids
and vitamins through autolysis or excretion, which promote the growth of bacteria.
Furthermore, the release of some organic compounds by yeast, as well as the use of
lactic acid during yeast metabolism, can result in an increase in pH, favoring the
emergence of the bacterial community [18,19].

Another factor observed was the reduction in yeast and bacteria populations in
all cheeses after 45 days of maturation (Figure 1A, B). Some factors related to the
characteristics of cheese can limit the viability of microorganisms. Some of these factors
are low water activity due to the loss of water in the cheeses during maturation, an
increase in salt concentration and a significant change in pH. Together, these factors
create, over time, an inhospitable environment for some microorganisms, resulting in a
general tendency toward a decrease in microbial populations with an increase in the
maturation period [2].

Considering that the yeasts evaluated in this work were previously characterized
as potentially probiotic, it is worth mentioning that to exert probiotic effects, a food must
contain between 8 and 9 log/CFU, which corresponds to the intake of approximately
100 g of food that contains between 6 and 7 log/CFU [20]. Our results are in line with
expectations, since at the end of 45 days of maturation, all cheeses had yeast populations
above 6 log CFU/g product. These results suggest good stability of the yeast population,
even when used in combination with other microorganisms present in “Pingo”, allowing
their use without significantly negative changes to the product in question.

3.2 Determination of Sugars and Acids by HPLC

Organic sugars and acids contribute to the development of the flavor and aroma
of a wide variety of cheeses [21]. Sugar analysis of the cheeses revealed that the lactose
content decreased in the first 15 days in the yeast mixed inoculum cheese, which was
equivalent to 92.88% of the initial lactose content, while the lactose content in the
“Pingo” cheese decreased to 87.70% of the initial content. The yeast + “Pingo” cheese, on
the other hand, showed a reduction in lactose content to 92.80% of the initial content. At 30
days of matura- tion, the lactose content of the yeast mixed inoculum cheese decreased to
approximately 50% of the lactose content measured at 15 days. On the other hand, yeast
+ “Pingo” and “Pingo” cheese did not show variations in relation to the previous time
(15 days). At 45 days of maturation, the lactose concentration remained approximately
constant in all cheeses compared to the concentrations found at 30 days of maturation
(Table 1). The yeast mixed inoculum cheese presented the lowest residual lactose
concentration at 45 days; however, the differences observed were nonsignificant (p >
0.05). These results, taken together, show that the introduction of mixed yeast culture
significantly improves lactose consumption from cheese directly, since K. lactis yeast is
already reported as a strain capable of metabolizing lactose, and indirectly through
stimulation of BAL growth [19]. However, it is known that the interaction between
bacteria and yeast during cheese ripening is a complex process and natural competition
between these microorganisms may have been responsible for the lower consumption of
lactose in cheeses containing both inoculums.

Carbohydrates can be used by microorganisms as precursors for their metabolism
and, consequently, for their multiplication, which is in agreement with data referring to the
yeast population (Figure 1A), where, notably, there is an increase in population concomitant
with a reduction in the lactose content at 30 days of maturation (Table 1). Some previous
work has demonstrated the efficiency of K. lactis strains in metabolizing lactose compared to
other yeast strains or even lactic acid bacteria [1].
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Table 1. Concentrations (g/kg) of carbohydrates and acids in cheese after 45 days of maturation.

Carbohydrates and Acids (g/kg)

Inoculum Time Lactose Galactose Glucose LaticAcid*  Acetic Acid * Citric Acid
0 445+6.1" Nd Nd 35+21 0.76 £ 0.1 16+048a
15 3.2+0.94 Nd Nd 26.8 £ 6.7 1.67 +0.3 0.25+0.02°
Y asts 30 15+034 Nd Nd 12+12 1.0+0.1 0.04+0°"
45 1.6 £0.01 A Nd Nd 0.6 £0.8 1.16 £ 0.1 0.04+0°
0 444 341 Nd Nd 16.7 £ 0.02 0.63 +£0.01 1.80 +0.05 B2
Yeasts + “Pingo” 15 3.2+04 7 Nd Nd 24.7 + 4.2 1.53+0.1 0.04+0°
30 39+114 Nd Nd 14.3 £ 19.7 1.28 £0.2 0.04+0°
45 42413 Nd Nd 20822  171£02 0.54£0.7°
0 447 +9.3 M Nd Nd 28.7 £6.0 0.79 £0.1 2.6+04 "
“Pingo” 15 39+0.14 Nd Nd 36.6 04 1.86 £ 0.1 0.04+0°
30 56047 Nd Nd 411 £35 1.16 £ 0 042 +0.1°
45 5.2 £0.04 A Nd Nd 405 +4.1 1.81 +£0.3 0.04+0°

Means with different letters are significantly different according to the Tukey test, p < 0.05. Capital letters represent
the breakdown of treatments within time, and lowercase letters represent the breakdown of times within the
treatment. * Interaction not significant. Nd: Not detected.

Glucose and galactose were not detected immediately after cheese production or
during maturation. Generally, glucose and galactose do not appear in cheese analyses at
the beginning of production. The residual concentrations of these sugars found after a
few days of maturation are generally related to the degradation of lactose. In this case,
the emergence and consumption of glucose and galactose likely occurs between sampling
intervals [10].

Organic acids are important in the physicochemical characteristics of the cheese
ma- trix, preventing the appearance of pathogenic microorganisms and improving
sensory aspects [22]. In milk, these acids are present naturally and originate from bovine
biochemi- cal metabolism, lipolysis or microbial metabolism, which may explain the
concentration of lactic acid at the zero time of cheese maturation [23].

Among the acids analyzed, lactic acid is the main acid responsible for the low
pH of cheese and directly influences parameters such as microbial population, texture
and flavor [22,24]. Yeast mixed inoculum cheese showed an increase in lactic acid in the
first 15 days of maturation concomitant with a decrease in lactose. However, at
subsequent maturation times (30 and 45 days), the concentration of this acid
progressively decreased (Table 1). On the other hand, the lactic acid concentrations
observed in the yeast + “Pingo” and “Pingo” cheeses were greater than those in the yeast
mixed inoculum cheese at 30 and 45 days. This factor may have been caused by the
greater population of lactic acid bacteria in cheeses that contained “Pingo” as an
inoculum. Similar results were found by Garde et al. [21], who suggested in their work
that the presence of homofermentative bacteria can cause high concentrations of lactic
acid during cheese maturation.

The acetic acid concentrations in the cheeses increased up to 15 days of maturation,
with a subsequent decrease in all the treatments after maturation (Table 1). Citric acid
concentrations decreased between 0 and 45 days in all cheeses produced (Table 1). These
results suggest that citric acid metabolism may be responsible for the emergence of acetic
acid [22].

3.3 Analysis of Total Phenolic Compounds and Antioxidant Activity Measured by the
ABTS Method

Given the importance of polyphenols in the human body, the phenolic
compounds in cheeses at different maturation times were evaluated. According to the
results, all
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cheeses showed a significant increase (p < 0.05) in the concentration of phenolic
com- pounds over time. However, at 15 and 30 days of maturation, “Pingo” cheese
presented higher concentrations of phenolic compounds (1.56 and 2.32 mg GAE/g,
respectively) than yeast + “Pingo” (1.3 and 2.08 mg GAE/g) and yeast mixed inoculum
cheeses (1.2 mg and 2.03 mg of GAE/g). However, yeast mixed inoculum cheeses had a
phenolic compound concentration of 2.87 mg GAE/g, which was significantly greater
than that of the other cheeses at 45 days of maturation (Figure 2A).
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Figure 2. Phenolic concentration and antioxidant activity were evaluated using the Folin-Ciocalteu
and ABTS methods for yeast mixed inoculum cheeses, “Pingo” and mixed inoculum and “Pingo
after 15, 30 and 45 days of maturation. Data are expressed as the mean of triplicates + standard
deviation. Means with different letters are significantly different according to Tukey’s test, p < 0.005.
Capital letters indicate distribution of treatments over time. Lowercase letters indicate times within
the treatment. (A) TFC—Total phenolic compounds (mg GAE/g). (B) Positive control for ABTS.

Phenolic compounds are generally produced through secondary metabolism of
plants and are found in low concentrations in cheeses due to animal feed. However, it

has already been reported that some bacteria or even yeast can produce phenolic
compounds
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such as xanthones, which may explain the increase in concentrations observed
during maturation [25]. Phenolic compounds are responsible for changes in flavor that,
depending on the concentration, can become unpleasant [26]. However, many phenolic
compounds have important biological activities, and in some cases, the concentration of
phenolic compounds can positively correlate with antioxidant activity, as was observed for
cheese containing mixed yeast culture at 45 days of maturation [13].

The antioxidant activity, evaluated by the ABTS method, is shown in Figure 2B.
The yeast mixed inoculum cheese showed greater free radical scavenging activity (49.54,
72.62 and 77.53%) at 15, 30 and 45 days of maturation, respectively.

Some authors have reported that antioxidant activity is affected by the
concentrations of macro- and micronutrients, enzyme systems, hydrolyzed proteins and free
amino acids. Furthermore, some microorganisms can release bioactive peptides through the
metabolism of their precursor proteins through the proteolytic system during cheese
maturation [27]. The results indicate that the presence of mixed yeast culture in the cheese
may have had a positive impact on this aspect. Abadia-Garcia et al. [28] and Mushtaq et al.
[29] suggested that the addition of starter probiotic bacterial strains to cottage cheese
increased the levels of antioxidant activity since these strains were able to metabolize
polypeptides in cheese, generating peptides or free amino acids with antioxidant
characteristics.

In addition, the use of starter cultures increases metabolic activity in cheese so
that yeasts have greater antioxidant activity than bacteria [30,31], and this activity may
be related to cell wall polysaccharides, intracellular enzymes and bioactive peptides. It
has already been described that (1—3) B-D-glucan and others found in the cell walls of

some yeasts may play a role in this process [32].

The general results suggest that, due to the increase in total phenolic compounds and
antioxidant activity observed by the ABTS test, cheeses produced with mixed cultures of
potentially probiotic yeasts have greater antioxidant capacity after 30 days of maturation.
Furthermore, the need for a longer maturation period for artisanal cheeses produced with
raw milk associated with the benefits related to the inclusion of probiotic yeasts demon-
strates that our cheeses are in accordance with the basic needs for the commercialization of
Canastra cheese.

3.4 Scanning Electron Microscopy

The microstructure of the cheeses was analyzed after 15, 30 and 45 days of
maturation to evaluate the effect of adding the mixed yeast culture on the structural
arrangement of the cheese matrix. Electron micrographs show different microstructural
arrangements depending on the maturation time and the inoculum used (Figure 3).

At 15 days of maturation, the yeasts mixed inoculum and yeasts + “Pingo” cheeses
showed uniform and noticeable pores (Figure 3(3.1,3.2)). These results are probably related
to the intense metabolic activity in cheeses inoculated with the mixed yeast culture. The
faster acidification resulting from lactose metabolism (Table 1) by yeasts probably resulted
in a faster decrease in pH, with consequent dissolution of the casein minerals. This factor
likely resulted in reduced interactions between proteins and smaller casein aggregates. A
greater tendency for various spaces between the protein matrix was observed [33]. On
the other hand, the “Pingo” cheese had a more compact microstructure than did the other
cheeses after 15 days of maturation (Figure 3(3.1)). However, at 30 and 45 days, the structure
appeared less compacted and had more space (Figure 3(3.1 F and I)). This occurs because the
cheese matrix with higher concentrations of lactic acid generates clots with smaller and
more demineralized casein particles, resulting in a more fragile protein network [34]. These
results are in agreement with the data presented in Table 1, in which lactic acid
concentrations in “Pingo” cheeses were greater at 30 and 45 days than those in yeasts mixed
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inoculum cheeses. Furthermore, it has already been reported by Oluk [33] that some of the

empty spaces sometimes represent spaces originally occupied by fat globules which were
expelled during pressing.

Figure 3. Electron microscopy of cheeses containing mixed yeast inoculum, “Pingo” and mixed
inoculum and “Pingo” at 15, 30 and 45 days of maturation. 3.1 (A-I): Microstructure of the three
cheeses (horizontal) throughout the maturation time (vertical). 3.2 (A-I): Yeasts present in the dough
of the three cheeses (horizontal) throughout the maturation time (vertical). 3.3 (A-I): Bacteria present
in the dough of the three cheeses (horizontal) throughout the maturation time (vertical).

At 45 days of maturation, a reduction in uniform distribution and an increase in
pore diameter were observed in cheeses produced with yeast. As the maturation period
increases, proteolytic activity decreases and can result in fewer spaces and protein break-
down, resulting in a more compact network [33,35]. This can also be explained by the
decrease in lactic acid concentration as the maturation period increases in the yeast mixed
inoculum and yeast + “Pingo” cheeses (Table 1). Furthermore, it is possible to observe the
distribution of yeast cells throughout the cheese matrix. The yeast density was maintained
during the 45 days of maturation in the yeast mixed inoculum and yeast + “Pingo” cheeses
(Figure 3(3.2 G and H)). Yeast cells were generally observed in clusters. Furthermore, it
can be seen through the scars that many cells were in the recent process of division, indicat-
ing that even at the end of the maturation period, these microorganisms showed intense
metabolic activity, which is in agreement with the data presented in Figure 1A.

The yeast population in “Pingo” cheeses was not observed at a high density
(Figure 3(3.2 1)), which may have occurred because in some situations, such as compe-
tition for nutrients, yeasts tend to migrate to specific regions of the cheese, such as the
rind, which can make observation difficult depending on the sample used [36]. Bacteria
in the form of cocci and bacilli could be observed, as well as the division ring, which was
very present even at 45 days of maturation, demonstrating intense cell division activity
(Figure 3(3.3 G and I)). It is possible to observe bacilli with fimbriae, a notable characteristic
of contaminating bacteria in cheese processing [37]. Some studies have reported that the
inclusion of probiotic cultures in cheeses can affect their textural characteristics, such as
hardness [17]. Microscopy revealed that, in fact, the mixed yeast culture had a positive
impact on this aspect since the cheeses that presented the mixed yeast culture as inoculum
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had a less compact matrix, one of the aspects that may have been responsible for the
lower hardness values observed in these cheeses after 15 days of maturation (Figure 4).
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Figure 4. Evaluation of hardness, chewiness, cohesiveness and gumminess of cheeses containing the
mixed yeast inoculum, “Pingo” and mixed inoculum and “Pingo” at 15, 30 and 45 days of maturation.
Data are expressed as the mean of triplicates * standard deviation. Means with different letters differ
significantly according to Tukey’s test, p < 0.05. Distribution of uppercase letters of treatments over
time. Lowercase letters indicate times within the treatment.

3.5 Texture Analysis

The texture profiles of the cheeses after 45 days of maturation are presented in Figure
4. At 15 days, the yeast mixed inoculum cheese (2220 N) and the yeast + “Pingo”
cheese (2683 N) presented lower hardness than the “Pingo” cheese (4688 N). At 30 days of
matu- ration, an inversion in these values was observed, where the hardness values of the
yeast

+ “Pingo” and “Pingo” cheeses were lower (5245 and 5404 N, respectively) than
that of the yeast mixed inoculum cheese (6348 N) (Figure 4). At 45 days, the texture of the
yeasts mixed inoculum cheese did not significantly differ from that at 30 days of
maturation. Interestingly, “Pingo” cheese had the lowest hardness (3618 N). Although
some research shows that the presence of probiotic cultures can improve textural aspects
such as hardness, other factors can also interfere [23,38]. Kondyli et al. [39], for example,
reported that a relatively low pH, resulting from factors such as the metabolism of starter
cultures, may be responsible for a cheese that is less firm, more brittle and has a consequent
decrease in hard- ness. These results, associated with higher concentrations of lactic acid at
30 and 45 days in “Pingo” cheeses, may explain the lower hardness values in the respective
treatments at the end of maturation (Table 1). In general, the hardness values remained
approximately stable between 30 and 45 days of maturation. Furthermore, as shown in
Figure 3, the cheeses that contained the mixed yeast culture presented more noticeable
macroscopic pores, probably resulting from, among other factors, the CO2 produced by the
microorganisms. This may have influenced the reduction in the hardness of these
cheeses [17].

Cohesiveness, which measures the strength of the internal bonds of the protein
matrix, was also analyzed. In the three cheeses produced, the cohesiveness decreased with
increas-
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ing maturation (Figure 4). Most likely, the proteolysis that occurs throughout the
cheese maturation process or a possible decrease in pH caused by the increase in the
activity of lactic acid bacteria may have influenced the decrease in the integrity and
cohesion of the casein micelles, generating lower values with increasing maturation
[40].

Chewability, characterized as the energy required to bring the cheese to a uniform
state before swallowing, was positively correlated with hardness. Up to 30 days of
maturation, the chewability of the yeast mixed inoculum and yeast + “Pingo” cheeses
significantly increased (p < 0.05) over time. However, at 45 days, there was a significant
decrease in chewability (p < 0.05), which is in line with Jia et al. [41]. “Pingo” cheese
presented similar values at 15 and 30 days, with a subsequent decrease at 45 days.

All the cheeses showed an increase in gumminess up to 30 days of maturation.
How- ever, at 45 days, the gumminess decreased in all the cheeses (Figure 4). As
gumminess is the product of hardness and cohesiveness, and as all cheeses showed an
increase in hardness up to 30 days, it was expected that the gumminess of the cheeses would
be greater at 30 days than at 45 days of maturation [39].

3.6 Profile of Volatile Compounds

The volatile compounds of the cheese were analyzed over the 45 days of maturation
and are shown in Figure 5. Fifty-six compounds belonging to the following groups were
identified: esters (25), alcohols (14), acids (8), ketones (5), aldehydes (2), terpenes (1),
lactones (1). Cluster analysis showed a trend towards higher concentrations of esters at the
final times of maturation (30 and 45 days), while acids, alcohols, aldehydes and ketones are
predominantly observed at the initial times in all cheeses (Figure 5).

Esters were the compounds that showed the greatest abundance in all cheeses. In
gen- eral, a trend toward an increase in the concentration of esters in cheeses was observed
over 45 days of maturation, with an emphasis on yeasts mixed inoculum and yeasts + “Pingo”
cheeses at 30 and 45 days (Figure 5). Esters are produced from the reaction between the
alcohol produced by lactose fermentation or amino acid catabolism and intermediates
from the catabolism of fatty acids or amino acids [42]. Some esters, such as 3-methylbutyl
octanoate (-), phenethyl butyrate (fruity/floral), phenethyl propionate (roses/floral/honey),
isobutyl butanoate (-), pentyl propionate (-) and butyl propionate (-), were identified in
cheeses that contained the mixed yeast culture (Figure 5). Among these esters, phenethyl
butyrate has previously been described in Cebreiro cheeses inoculated with the yeast K.

lactis, which suggests that this ester is related to the metabolism of this yeast [17].
Phenethyl

acetate (rose/floral), although present in all cheeses, was found to be more abundant
in cheeses containing the mixed yeast inoculum at all times analyzed (Figure 5). Ethyl esters
of hexanoic, butanoic, decanoic, octanoic and dodecanoic acids were the most abundant.
Furthermore, they were present in all cheese samples. These esters showed fluctuations in
their concentrations throughout the 45 days of maturation. The esters of hexanoic, butanoic
and octanoic acids have also been described as the most abundant in goat cheese samples,
contributing a sweet flavor (fruity/ice cream) and playing an important role in the aroma
and flavor of several cheeses already described. However, they may present negative effects
depending on the concentration [41]. Other methyl esters of decanoic, hexanoic, octanoic
and dodecanoic acids were also observed in lower concentrations.

An important alcohol for the development of cheese aroma is 2-butanol, which was
observed mainly in cheeses containing “Pingo” (7.07, 6.31 and 6.88%) and in yeast + “Pingo”
cheeses (6.44, 9.05 and 5.24%) at 15, 30 and 45 days, respectively. In cheeses containing only
the mixed culture, it was observed only after 30 and 45 days and in lower percentage (6.32
and 2.70%) (Figure 5). On the other hand, 1-butanol was observed only after 30 days of
maturation in all cheeses, especially the cheese containing both inocula (3.82%) (Figure 5).
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Figure 5. Heatmap and hierarchical cluster analysis of the volatile organic compound profile in
cheeses produced with yeast mixed inoculum, mixed inoculum + “Pingo” and with only “Pingo” at
15, 30 and 45 days of maturation. The columns contain the cheeses and their respective aging times.
The correlation matrix is represented by a color gradient in which dark blue indicates a positive
correlation and dark red indicates a negative correlation (Pearson’s correlation coefficient). The color
matrix results in the clustering tree shown in the upper part of the figure, which groups the cheeses
that do not differ significantly from each other in the same branch and separates the cheeses that
differ significantly in different branches.

The alcohols 1-octanol and 1-octen 3-ol were observed only in cheeses containing
“Pingo” and in yeasts + “Pingo” cheeses at time 0 of maturation, indicating that this alcohol
is probably related to the metabolism of endogenous organisms in “Pingo”. The alcohols
1-hexanol and 1-heptanol were observed at time 0 of maturation in all cheeses; however,
higher concentrations were observed yeasts + “Pingo” cheeses.

Although there are some variations in the concentrations of alcohols over the
days of maturation, it is possible to observe that there is a tendency towards the reduction of
these compounds over time. According to Delgado et al. [40] and lanni et al. [42], some
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alcohols may present decreasing concentrations over the maturation time as many
of these compounds are involved in reactions together with acids to form esters.

In cheeses, the metabolism of lactose and some amino acids, in addition to the re-
duction of methyl ketones and linoleic and linolenic acids, can produce alcohols of dif- ferent
types. Among the alcohols observed, 3-methyl-1-butanol (fresh/alcohol aroma) and
phenylethyl alcohol (rose/floral aroma) were present in all cheese samples and at all
maturation times (Figure 5). 3-methyl-1-butanol showed a trend of gradual decreasing
concentrations over time in all cheeses and has been described as responsible for the light
aroma of beef mozzarella, which provides a pleasant aroma to fresh cheese [40]. On the
other hand, the phenylethyl alcohol concentration increased in the yeasts mixed inoculum
cheeses, with a greater concentration observed at 45 days than at 15 and 30 days (15.94%).
In the “Pingo” cheeses, this concentration of this alcohol decreased over time, and in the yeast
+ “Pingo” cheeses, there were variations in the concentration, where higher percent- ages
were observed at 0 and 30 days. Centeno et al. [17] also reported significantly higher
concentrations (p < 0.05) of this alcohol in cheeses produced with K. lactis. Phenylethyl
alcohol is known for its pleasant floral, fruity and fermented (wine) aroma and is produced
by yeast through phenylalanine [43]. This explains the greater abundance of this alcohol
observed in cheeses containing mixed yeast culture.

In general, fatty acids do not make a major sensory contribution to cheeses but
are related to the production of important compounds such as alcohols, esters, and
methyl ketones. Octanoic acid (rancid/fatty) and benzoic acid (-) were detected in all
cheeses at time 0 of maturation, with greater abundance being observed in “Pingo”
(16.16%) and yeast + “Pingo” cheeses (12. 87%), respectively. Similar results were
obtained by Cen- teno et al. [17], who observed higher concentrations of octanoic acid in
cheeses containing bacterial inocula. n-Decanoic acid was also detected in all cheeses at 0
and 15 days in the yeasts + “Pingo” treatment group. These acids were detected in
samples of fresh goat cheese aged 90 days and have been determined to be key
compounds in the development of the flavor of this type of cheese [44,45]. 2-
Methylbutanoic acid (a fruity fatty acid) was detected at all maturation times in the yeast
+ “Pingo” and “Pingo” cheeses. In yeast mixed inoculum cheeses, this acid was observed
only at 30 and 45 days. According to previous research, butanoic acid is one of the main
contributors to several cheese varieties due to its low perception threshold [46].

Aldehydes are important compounds in cheese flavor due to their low perception
threshold. However, most of the time, these compounds vary greatly during cheese
maturation, and according to Li et al. [47], they are quickly reduced to primary alcohols or
oxidized, which may explain the absence of these compounds in some of the maturation
intervals evaluated. Among the aldehydes observed, benzaldehyde (almond/cherry) was
present throughout the maturation of “Pingo” and, consequently, of yeast + “Pingo” cheeses,
with a decrease occurring over 45 days. In yeast mixed inoculum cheese, this compound
was only presentat 15 and 30 days, with lower concentrations (0.21 and 0.23%, respectively)
than the concentrations observed in other cheeses. Benzeneacetaldehyde (floral/honey)
was detected at 0 and 15 days in all cheeses, especially in “Pingo” cheeses (2.30 and 0.96%).

Another class of volatile compounds important for the development of cheese
flavor is ketones, which are normally formed through fatty acids present during maturation.
Due to their low perception threshold and characteristic aroma, ketones and, essentially,
methyl ketones contribute positively to the aroma of cheeses. Fruity, floral and musty notes
are associated with several methyl ketones [43]. In the cheeses evaluated, two
methylketones (2-nonanone and 2-undecanone) were identified. The 2-nonanone
(fruity/musty) level was greater in “Pingo” (3.68%), followed by yeast + “Pingo” (2.64%)
and yeast mixed inoculum (1.62%) cheeses, after 45 days of maturation. Furthermore, an
increase in their
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concentrations was observed over time. On the other hand, low concentrations of 2-
undecanone (fruity/floral) were observed only after 15 days of ripening in the yeasts mixed
inoculum and “Pingo” cheeses. Interestingly, in the yeast + “Pingo” cheeses, this compound
was not detected. Compounds such as methyl ketones can cause cheese to have a sweet,
waxy ester aroma, and, depending on their concentration, can have a positive impact on
the aroma and flavor of the cheese [47].

Acetoin is the most abundant ketone and normally has a buttery, creamy flavor
and fermented milk aroma. Acetoin was detected in only the yeast mixed inoculum and
yeast + “Pingo” cheeses at concentrations of 22.62 and 32.28%, respectively, after 15 days of
maturation. Similar results were found by Jia et al. [41] and Gao et al. [48], who linked
acetoin to 80% of the contribution to flavor development in cheeses. This compound is
directly related to 2,3-butanediol, since some yeasts use this compound as an intermediate in
this process [10].

The only terpene identified was D-limonene, which, according to Ricci et al. [49],
is associated with the secondary metabolism of plants, although lactic acid bacteria can
also synthesize them. However, the contribution of D-limonene to the aroma and flavor
of cheese is not fully defined [50].

Lactones are formed from the degradation of fat present in milk. They have
creamy, sweet and fruity notes and can contribute to the flavor of cheese [51]. The only
lactone observed was ®-nonalactone (coconut) at 15 and 30 days of maturation in all
cheeses, especially in cheese produced with “Pingo” and in that produced with mixed
yeast inoculum + “Pingo”. In general, the concentrations of this compound were relatively
low.

4. Conclusions

The mixed culture of T. delbrueckii B14 and K. lactis B10 had a positive impact on the
characteristics of the cheeses, increasing the antioxidant activity and sugar consumption
associated with lactic acid metabolism. Furthermore, the inclusion of yeast influenced
the emergence of aromatic compounds that positively impact the aroma and flavor of the
cheese, which demonstrates that the addition of the mixed culture of T. delbrueckii B14 and

K. lactis B10 did not have a negative impact on this aspect and proves to be an interesting
alternative considering the probiotic potential of the yeasts used. Therefore, we conclude
that the addition of the probiotic culture did not affect the quality of the cheese; however,
new in vitro and, especially, in vivo studies are necessary to expand the knowledge about the
influence of these yeasts on the functional characteristics of Canastra cheese.
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RESUMO

Atualmente hd um grande interesse socioeconémico no desenvolvimento de produtos lacteos
contendo probidticos pois estes oferecem uma alternativa na prevencdo ou terapia de diversas
doencas. Na maioria das vezes os produtos lacteos apresentam sucesso na entrega dos
probioticos devido ao seu efeito tamponante e concentracdo de gorduras que garantem a
viabilidade do microrganismo. No presente trabalho, um queijo probiodtico contendo a
levedura Kluyveromyces lactis B10 foi desenvolvido e testado em camundongos desafiados
com Salmonella entérica sorovar Typhimurium. Como controle negativo foi utilizada solugdo
salina enquanto o queijo probidtico foi utilizado como controle positivo. Ambos foram
administrados oralmente a camundongos antes e durante o desafio com S. Typhimurium. Os
resultados mostraram que os camundongos tratados com S. Typhimurium apresentaram maior
taxa de mortalidade e perda de peso. Em contrapartida, os animais infectados com S.
Typhimurium e tratados com o queijo probidtico exibiram reducdo nesses parametros.
Contagens elevadas de leveduras foram detectadas nas fezes dos camundongos que receberam
0 queijo probiotico, o que pode ter contribuido para a reducdo na permeabilidade intestinal e,
consequentemente, para a reducdo da translocacdo para o baco e figado, conforme observado
nesses animais. Além disso, a contagem de Salmonella e enterobactérias foi menor no grupo
que recebeu o queijo probidtico em comparagdo com o grupo ndo tratado, indicando um
possivel efeito antagbnico ou ligacdo da Salmonella na parede celular da levedura. A
administracdo do queijo probiodtico também reduziu os niveis de IgA intestinal. Os ensaios de
avaliacdo da mieloperoxidase (MPQO) e peroxidase eosinofilica (EPO) do figado e ileo
indicaram a intensa infiltracdo de células pr6 inflamatérias para esses tecidos em animais
infectados com S. Typhimurium. Entretanto, essa infiltragdo foi menor no grupo que recebeu
0 queijo, indicando uma modulacdo da resposta inflamatdria. Os testes histopatol6gicos
confirmaram os resultados e mostraram a reducdo das lesbes hepaticas e intestinais quando 0s
animais foram tratados com o queijo probidtico. Portanto, concluimos que o queijo produzido
com a levedura K. lactis B10 manteve as propriedades probidticas dessa levedura,
contribuindo com a sobrevivéncia e protecdo sistémica, além de facilitar a entrega viavel do
microrganismo probidtico e agregar valor a um produto de amplo consumo e interesse
econdémico.

Palavras chave: probio6ticos, leveduras, produtos lacteos

1.0 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a febre tifoide representa um
grande problema de salde publica, sendo responsavel pelo aparecimento de,
aproximadamente, 27 milhGes de casos anuais, dos quais cerca de 200.000 resultam em
mortes somente em areas endémicas (Fadare et al., 2022). No Brasil, entre 2014 e 2023,
foram registrados 722 casos com média anual de 72 casos, aproximadamente (Oliveira et al.,
2024). A febre tifoide € causada pela bactéria Salmonella Typhi que geralmente é adquirida
por meio da ingestdo de agua ou alimentos contaminados, alcan¢ando o trato digestorio e

ocasionando diversos problemas. Entre seus mecanismos de infec¢do, a S. Typhimurium
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possui a capacidade de translocar-se do intestino para o figado atraves do sistema porta

hepético podendo provocar lesdes também no bago, ileo e rim (Cordeiro et al. 2019).

Os principais mecanismos de patogenicidade de S. Typhimurium envolvem o sistema
de secrecdo tipo 3 (T3SS), ilha de patogenicidade de Salmonella (SPIs) e os plasmideos de
viruléncia. No mecanismo T3SS, a bactéria libera proteinas que interferem nos componentes
celulares como citoesqueleto e, consequentemente, alteram funcdes celulares como o
transporte e sinalizacdo celular. Uma vez inativados, esses mecanismos ndo podem impedir a
infeccdo através do sistema imune e ocorre a colonizagdo do intestino por S. Typhimurium
(Geng et al., 2023). Além disso, um grupo de genes relacionados com a producédo de citocinas
pré inflamatdrias sdo ativados em resposta a inducdo mediada pela S. Typhimurium, o que
resulta em fortes dores intestinais, febre, colicas, nduseas e vomitos, podendo em alguns casos
ser fatal (Martins et al., 2013). Os antibidticos costumam ser uma alternativa terapéutica, no
entanto, ndo podem ser utilizados como agentes preventivos. Além disso, 0 surgimento de
cepas cada vez mais resistentes tem causado ineficacia para alguns tratamentos (Fadare et al.,
2022). Por outro lado, os alimentos funcionais tem sido alvo de amplo estudo como
alternativa para combater ou prevenir diversas doencas que acometem o sistema

gastrointestinal (Fadare et al., 2022).

Os alimentos funcionais séo descritos como alimentos naturais ou processados que
quando consumidos regularmente promovem beneficios a salde, reduzindo o risco de
desenvolvimento de doencas de modo geral, mas principalmente doencas gastrointestinais
através da modulacdo do sistema imunoldgico. Esses mecanismos estdo relacionados a
presenca de microrganismos probioticos adicionados a esses alimentos (Fadare et al., 2022).
Os microrganismos probidticos apresentam diversos mecanismos de acdo por meio dos quais
contribuem para o bom funcionamento do sistema gastrointestinal, entre eles o suporte contra
adesdo e colonizacdo de patogenos ao epitélio intestinal e producdo de metabolitos com
funcbes imunomoduladoras (Cordeiro et al., 2019). Essas fung¢bes sdo desempenhadas devido
a capacidade dos probioticos de liberacdo de biomoléculas como exopolissacarideos, citocinas
anti-inflamatorias, vitaminas, acidos graxos de cadeia curta, aminoacidos, peptideos e
bacteriocinas com atividades bioativas que coordenam direta ou indiretamente os mais

diversos sistemas do corpo humano (Joshi et al., 2024).

Produtos lacteos principalmente leite fermentado, iogurte e queijos sdo matrizes
frequentemente utilizadas para o transporte de probidticos devido & sua ampla aceitagéo e seu

perfil nutricional adequado para o crescimento e desenvolvimento de diversos probidticos. O
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queijo representa uma matriz de entrega promissora devido a disponibilidade de nutrientes,
concentracdo de gordura e proteinas, bem como sua capacidade tamponante. Esses
componentes sdo uma alternativa de protecdo ao probidtico, reduzindo a exposicao direta as
condigdes gastrointestinais adversas (Fonseca et al., 2024).

O principal desafio da adicdo de microrganismos probidticos em queijos € a
capacidade do microrganismo de tolerancia a concentracdes elevadas de sal, baixo pH e baixa
atividade de agua, fatores intrinsecos ao processo de maturacdo do queijo. Entretanto,
pesquisas anteriores desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa com K. lactis B10,
demonstraram que essa levedura possui capacidade de fermentar a lactose e o soro de queijo.
Além disso, foram observadas altas taxas de auto agregacdo e de sobrevivéncia dessas cepas
apos a passagem pelo TGI simulado. A atividade de beta galactosidase e tolerancia a elevadas
concentracdes de sal também foram avaliados com resultados satisfatorios (Andrade et al.,
2017; Andrade et al., 2019). Com relacdo a sua atividade in vivo, posteriormente foi
demonstrado que a levedura K. lactis B10, administrada pelo método de gavagem a
camundongos, foi capaz de resistir as condi¢Bes gastrointestinais mantendo uma populacéo de
108 UFC observadas nas fezes dos animais. Além disso, K. lactis B10 foi capaz de manter a
sobrevivéncia dos camundongos até 24 dias apos a infec¢do, com uma taxa de mortalidade de
apenas 10% ao final da analise, enquanto no tratamento controle a taxa de mortalidade foi de
50% (Andrade et al., 2021). Esses ensaios, no entanto, ndo puderam fornecer respostas sobre
o efeito protetivo da levedura quando administrada via um alimento. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito protetor da levedura K. lactis B10 quando
veiculada a um queijo, contra os efeitos adversos causados por S. Typhimurium em

camundongos.
2.0 MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismos

A levedura utilizada neste trabalho foi previamente isolada do processo de produgéo
do queijo Canastra e armazenada a -80 °C em glicerol 40% (Andrade et al., 2017). A
reativacdo da levedura K. lactis B10 foi feita em YEPG (1% de extrato de levedura; 2% de
peptona; 2% de dextrose) e incubada a 28 °C por 24h. Posteriormente, foi feita a
multiplicacdo até a obtencdo de uma populagdo com log de 108 células/mL. Apds a obtencéo
da populacéo desejada, a levedura foi centrifugada a 10.000 g em uma temperatura de 4 °C

por 7 min e armazenada em &gua peptonada a 0,1% até sua utilizacao.
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Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14.028 utilizada
neste trabalho é de origem humana e pertence ao acervo de culturas do Departamento de
Microbiologia/ICB/UFMG, sendo mantida a -80 °C, em caldo de infusdo de cérebro e coracéo

(BHI, Difco, Sparks, EUA) suplementado com 20% de glicerol.
2.2 Camundongos

Todos os ensaios foram realizados conforme descrito por Oliveira et al. (2023) com
algumas modificacdes. Foram utilizados camundongos BALB/c com aproximadamente trés a
quatro semanas de idade, de ambos o0s sexos. Esses animais foram mantidos em
microisoladores de polipropileno (Alesco, Monte Mor, Brasil) e posteriormente colocados em
rack ventilada (Alesco), com iluminag&o (ciclo claro-escuro — 12 horas), umidade (50-60%) e
temperatura (22 = 1 °C) controladas. Os animais receberam agua estéril e dieta comercial
(Nuvital, Curitiba, Brasil) ad libitum. Os procedimentos realizados estavam em concordancia
com as Normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA,
disponivel em: http://antigo.mctic.gov.br/mctic/opencms/institucional/concea/index.html). O
presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG, protocolo n®:175/2024).

2.3 Producéo do Queijo

Para a fabricacdo dos queijos, um volume total de 20 litros de leite foi adicionado a
um recipiente de aco inoxidavel previamente sanitizado. O leite foi pasteurizado a 65 °C e,
posteriormente, foi resfriado até a temperatura de 37 °C. A coagulacdo do leite foi realizada
com coalho comercial (HA-LA® Chr. Hansen, Lavras, Brasil) na concentracdo de 1 mL/L (75
IMCU/mL). Em seguida, o in6culo contendo a levedura foi adicionado ao recipiente onde foi
realizada a homogeneizacdo por 5 minutos seguida do repouso por 30 minutos. A coalhada
obtida foi cortada com um cortador de ago inoxidavel e homogeneizada por 5 minutos. Em
seguida, o soro foi retirado e a massa de queijo adicionada aos moldes. Apds a enformagem os
gueijos foram salgados via salga seca. Apds 24 horas foram retirados das formas e
armazenados em camaras de maturagdo em temperatura ambiente, sendo virados todos os dias

para garantir a uniformidade do produto.

Os queijos foram maturados ao longo de 28 dias sendo retiradas amostras a cada 7 dias

para a realizagao do plaqueamento para determinar a populacdo de leveduras.

2.4 Procedimentos de tratamento e infec¢éo
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Os animais receberam 3 gramas de queijo por dia, durante 28 dias. O desafio com
Salmonella iniciou-se apds o décimo dia de alimentacdo dos animais. A bactéria S.
Typhimurium foi cultivada em caldo BHI (Difco) por 18 horas a 37 °C, sem agitacdo. O
indculo de 10° UFC de bactérias patogénicas por animal foi obtido por diluicdes decimais

seriadas da cultura ativa em solucdo salina estéril e administrado por gavagem intragastrica.
2.5 Design experimental

Para determinar a porcentagem de sobrevivéncia e do peso corporal, os animais foram
divididos em 2 grupos (10 camundongos/grupo): tratados com solucdo salina e infectados
com S. Typhimurium (grupo 1) e infectados com S. Typhimurium e tratados com o queijo
probidtico (grupo 2). Para as demais analises os animais foram divididos em 4 grupos (10
camundongos/grupo): tratados com solucdo salina estéril (grupo 1), tratados com o queijo
probidtico (grupo 2), infectados com S. Typhimurium (grupo 3), e infectados com S.
Typhimurium e tratados com o queijo probidtico (grupo 4). O tratamento diario com solucéo
salina ou queijo foi aplicado durante nove dias antes do desafio com S. Typhimurium ATCC

14.028 e mantidos até o final de cada experimento (28 dias apos a infeccéo).
2.6 Analises
2.6.1 Sobrevivéncia e peso corporal

Os resultados de sobrevivéncia e peso corporal dos animais tratados ou ndo com
gueijo contendo a levedura e desafiados com S. Typhimurium foram registrados até o 28° dia
apo6s a infeccdo. Os resultados foram expressos como a porcentagem de animais que
sobreviveram a infeccdo e a porcentagem de evolucdo ponderal em relacdo ao peso corporal

inicial, respectivamente.
2.6.2 Permeabilidade Intestinal

Para determinacéo da permeabilidade intestinal, os animais receberam por via oral 0,1
mL de &cido dietilenotriaminopentaacético marcado com 17,8 MBq de tecnécio-99 m (99m
Tc-DTPA). Aproximadamente quatro horas apos a gavagem, 0s animais foram anestesiados e
foram coletados 500 puL de sangue para determina¢do da radioatividade utilizando contador
gama automatico (ANSR-Abott, Chicago, IL, EUA). Os resultados foram apresentados como
a porcentagem da dose de radiacdo no sangue e esta foi calculada usando a equacéo: % dose/g
= (cpm de sangue/cpm do padréo) x 100, onde cpm representa as contagens de radioatividade

por minuto (Oliveira et al., 2023; Campos et al., 2024).
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2.6.3 Translocacéo

ApOls a eutanésia, pedacos do figado e o baco foram removidos assepticamente,
pesados e macerados em PBS estéril. DiluicGes seriadas foram preparadas e 0,1 mL de cada
diluicdo foram plaqueados em Agar MacConkey (Difco). As colonias (apenas lactose
negativas) foram contadas ap6s 24 h de incubacdo a 37 °C. O crescimento bacteriano foi
expresso como log 10 UFC / g de 6rgéo (Oliveira et al., 2023; Campos et al., 2024).

2.6.4 Microbiota intestinal

Para avaliar a populacdo fecal de leveduras totais, imediatamente antes da eutanésia,
fezes recém-evacuadas foram pesadas, homogeneizadas e submetidas a diluicGes decimais
seriadas em tampdo fosfato salina (PBS — 0,4 M NaCl e 10 mM NaH2POg4, pH 7,2). Cem
microlitros das diluicBes foram semeados, em triplicata, em Agar Sabouraud Dextrose (Difco)
suplementado com 100 mg/L de cloranfenicol e incubados a 28 °C por 48 h para contagem de
levedura, que foi expressa como logio UFC/g de fezes. Para a contagem de enterobactérias
totais, as amostras foram cultivadas em agar MacConkey (Difco, Sparks, EUA). As placas
foram incubadas em condicGes aerdbicas a 37 °C por 24 h. As contagens bacterianas foram
expressas como logio UFC por grama de fezes. Por fim, para confirmar e determinar a
contagem de S. Typhimurium, as amostras foram cultivadas em meio Agar Salmonella-
Shigella e as placas foram mantidas a 37 °C por 24 h (Oliveira et al., 2023; Campos et al.,
2024).

2.6.5 Quantificacdo do acimulo de neutrofilos

A extensdo do recrutamento de neutr6filos no ileo e nos tecidos hepaticos foi avaliada
indiretamente através da medicdo da atividade da mieloperoxidase (MPQ). Os tecidos foram
homogeneizados, separadamente, com 1,9 mL de tamp&o (NaCl 0,1 M, NaH>PO4 0,02 M, Na
EDTA 0,015 M, pH 4,7) e centrifugados a 12.000 g por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado submetido a lise hipotonica. Ap6s uma nova centrifugacdo, o
precipitado foi ressuspenso em tampdo NaH2PO; 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetilaménio 0,5% (HTAB; Sigma-Aldrich) em PBS. Apds trés ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido, finalmente as amostras foram
centrifugadas a 4 °C nas mesmas condi¢Oes descritas anteriormente. O sobrenadante foi
utilizado em um ensaio enzimatico para atividade de MPO medindo a alteracdo na
absorbancia a 450 nm utilizando tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich). Os resultados foram
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apresentados como unidades arbitrarias em relacéo a atividade de MPO induzida por caseina

em neutréfilos peritoneais murinos (Oliveira et al., 2023; Campos et al., 2024).
2.6.6 Quantificacdo do acumulo de eosindfilos

O acumulo de eosindéfilos no figado e no ileo foi quantificado pela determinacdo da
atividade de EPO. Para isso, 100 mg de tecido foram pesados, homogeneizados em 1,9 mL de
PBS e centrifugados a 12.000 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e os eritrocitos
lisados. As amostras foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e o sedimento suspenso
em 1,9 mL de HTAB a 0,5% em PBS. As amostras foram congeladas e descongeladas trés
vezes em nitrogénio liquido e centrifugadas a 4°C nas mesmas condi¢6es. O sobrenadante foi
utilizado no ensaio enzimatico. Resumidamente, 10 mg de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-
Aldrich) foram dissolvidos em 5,5 mL de agua destilada e depois 1,5 mL desta solu¢do foram
adicionados a 8,5 mL de tampao Tris/HCI (pH 8,0), sequido pela adi¢do de 7,5 mL de H20o.
Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 100 pL de solucdo de substrato e 50 pL de cada
amostra. A reacdo foi interrompida com 50 mL de 1 H2SOs, ap6s 30 minutos, e a absorbancia
lida em 492 nm. Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias (Oliveira et al.,
2023; Campos et al., 2024).

2.6.7 Determinacdo de IgA

Os niveis de imunoglobulinas tipo A secretadas (SIgA) no conteddo intestinal de
camundongos foram analisados pelo método ELISA conforme descrito por Martins et al
(2011). Resumidamente, o intestino delgado dos camundongos foi removido através de cortes
nas juncBes gastroduodenal e ileocecal e o liquido intestinal coletado, pesado e diluido na
proporcdo de 500 mg de conteldo intestinal para 2,0 mL de PBS, contendo 1% (v/v) de
inibidor de protease (1 UM de aprotinina, 25 uM de leupeptina, 1 UM de pepstatina e 1 mM
de PMSF). O material foi centrifugado a 12.000 g por 30 min a 4 °C, o sobrenadante coletado
e armazenado a -20 °C. Para medir a sIgA total, as placas de ELISA foram revestidas no dia
anterior ao teste com anticorpo de captura anti-IgA (M-8769, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
EUA). Amostras de fluido intestinal foram diluidas 1:100 em PBS-Tween e a deteccdo foi
realizada com anticorpos anti-lgA de camundongos conjugados com peroxidase (A-4789,
Sigma-Aldrich). A concentracdo total de sIgA foi determinada utilizando um padréo de IgA
purificado (0106-01, Southern Biotechnology, Birmingham, EUA). As leituras foram feitas a

492 nm em um leitor de microplacas (Epoch, BioTek Instruments Inc., Winooski, EUA) e a
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concentracdo de slgA determinada como pg/g de fluido intestinal (Oliveira et al., 2023,;
Campos et al., 2024).

2.6.8 Histopatologia e Morfometria

Para a analise histopatoldgica, foram analisados 8 animais por grupo. Para isso, foram
coletadas amostras de figado e ileo dos animais ap0s eutanasia. Os lobos hepéticos foram
seccionados longitudinalmente seguidos de fixa¢do em formaldeido a 10% por pelo menos 12
horas. O ileo foi separado do mesentério, lavado em PBS e estendido com a serosa em contato
com papel filtro. Todo o contetido fecal foi removido sem danificar a mucosa e os segmentos
foram transferidos para solu¢do de Bouin contendo acido acético glacial 2% por 10 min. O
ileo pré-fixado foi enrolado em espiral com a mucosa voltada para dentro formando um rolo
da porcéo distal até a extremidade proximal, sendo posteriormente submetido ao processo de
inclusdo em parafina, corte, coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) e montagem dos
slides. Os cortes histoldgicos do figado e do ileo foram codificados e examinados

sequencialmente pelo mesmo patologista que desconhecia as condi¢fes experimentais de cada

grupo.

As laminas coradas de figado e ileo foram fotografadas usando um microscopio 6ptico
de luz direta Olympus BX51 equipado com o software Image-Pro Express 4.0 (Media
Cybernetics, Bethesda, EUA). Para o figado, foram capturadas imagens das regides mais
afetadas pelo infiltrado inflamat6rio com objetiva de 20x. Todas as capturas foram feitas com
resolucéo de 1392 x 1040 pixels e transferidas por meio de uma camera de video Cool SNAP-
Proof Color (Media Cybernetics) para um sistema de video acoplado a um computador. A
analise quantitativa da celularidade foi medida utilizando o programa ImageJ (versao 1.47f,
Wayne Rasband/National Institutes of Health, EUA — disponivel online em:
http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html. Para isso, as laminas coradas com H&E foram
medidas automaticamente em termos de area de tecido e quantificadas em termos do nimero
de nucleos celulares presentes por area, através da varredura das imagens através do
programa, excluindo assim areas que nao continham tecido. O resultado foi expresso como o
numero de nucleos celulares por area analisada em micrémetros (Oliveira et al., 2023;
Campos et al., 2024).

2.6.9 Analise Estatistica

As variaveis paramétricas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) seguida

do teste de Tukey para comparacdo de medias. A curva de sobrevivéncia foi analisada pelo
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teste Log-rank (Mantel-Cox). A analise estatistica e os graficos foram realizados utilizando o
software GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Valores com
nivel de significancia inferior a 5% foram considerados diferentes estatisticamente (Oliveira
etal., 2023).

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de confirmar o efeito protetivo da levedura K. lactis B10 verificado no trabalho
de Andrade et al. (2021), esta levedura foi agora veiculada no queijo. A Figura 1A mostra que
0 queijo probidtico foi capaz de reduzir a mortalidade causada pela Salmonella quando
comparado ao grupo que nao recebeu o queijo. O queijo probidtico manteve a sobrevivéncia
dos camundongos por até 4 dias apos a infecgdo e a taxa de sobrevivéncia desses animais foi
de 60%, engquanto o grupo que nao recebeu o queijo apresentou sobrevivéncia de apenas 10%
ao final do desafio. Além disso, o desafio com S. Typhimurium causou perda de peso
significativa nos animais. A presenca da levedura, no entanto, preveniu a perda de peso
conforme demonstrado na Figura 1B.

Figura 1: Sobrevivéncia e evolucdo do peso corporal de camundongos infectados com S.
Typhimurium, tratados e ndo tratados com queijo probidtico.
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Legenda: Sobrevivéncia (A) e evolugdo do peso corporal (B) de camundongos. Em A: animais tratados com solucéo salina
estéril e infectados com Salmonella (®) e tratados com queijo probidtico e infectados com Salmonella (o). Em B: animais
tratados com solugdo salina estéril e infectados com Salmonella (®) e tratados com queijo probidtico e infectados com
Salmonella (m). *Asterisco indica uma diferenga significativa entre o grupo tratado com o queijo probidtico e o grupo nio

tratado pelo teste de Sobrevivéncia Log-Rank (P<0,01). (N=10)

Fonte: Do autor (2025).

De acordo com dados divulgados pela OMS, Salmonella causa aproximadamente 1,3
bilhdes de infec¢des anuais com consequéncias que podem levar a obito (Kurtz et al., 2017).
No entanto, diferentemente do que ocorre em humanos, Salmonella Typhi ndo possui
mecanismos de viruléncia contra a maioria dos animais, incluindo camundongos.
Salmonella Typhimurium, no entanto, desencadeia em camundongos efeitos adversos que se
assemelham muito aos efeitos causados por S. Typhi em humanos. Dessa forma, a conducéo
experimental de infeccdo de camundongos por S. Typhimurium serve como modelo
amplamente aceito para elucidar os mecanismos de infeccdo e ajudar a solucionar um
problema da febre tifoide que acomete extensivamente a populacdo (Martins et al.,2013;
Acurcio et al., 2017).
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Pouco tempo apds a ingestdo, S. Typhimurium coloniza a por¢édo terminal do intestino
delgado, o ileo, provocando em menos de 24 horas sintomas de gastroenterite. A inflamacao
desencadeada por S. Typhimurium gera espécies reativas de oxigénio que se combinam com
compostos de enxofre e formam o tetrationato que pode ser utilizado por esse patdgeno como
aceptor final de elétrons durante a respiracéo anaerobica. A microbiota nativa, por outro lado,
utiliza a fermentacdo como forma de obtencdo de energia ndo sendo capaz de utilizar o
tetrationato (Gill et al., 2012). Além disso, alguns trabalhos demonstraram que os produtos da
fermentacdo da microbiota comensal, como o 1,2 propanodiol e carboidratos derivados do
muco intestinal como fucose e acido sialico podem ser utilizados por Salmonella, mecanismos
que ajudam a alimentar a proliferacdo do patdgeno durante a infeccdo em detrimento da
microbiota benéfica (Wotzka et al. 2017). Portanto, a reducéo da barreira de microrganismos
benéficos, permite que Salmonella comprometa a integridade da barreira intestinal levando a
translocacdo da bactéria para érgdos como o figado e/ou absorcdo de endotoxinas na corrente
sanguinea podendo causar bacteremia ou endotoxemia, que podem evoluir para sepse e morte
(Huang et al., 2010). Em nosso estudo, observamos a reducdo da mortalidade quando os
camundongos foram tratados com o queijo probidtico, contrariamente ao que foi observado no
grupo que nao recebeu o queijo (Figura 1A). Esses resultados indicam que o queijo probiotico

exerceu efeito sistémico de protecdo aos tecidos dos animais.

Embora no presente trabalho ndo haja andlises relacionadas aos mecanismos pelos
quais o queijo atenua os efeitos causados por S. Typhimurium, reduzindo, consequentemente,
a taxa de mortalidade, alguns autores se propuseram a elucidar tais mecanismos,
especialmente com leveduras ndo Saccharomyces. Alguns desses mecanismos incluem
capacidade de algumas leveduras de adesdo a célula patogénica impedindo sua ligacdo e
invasdo ao epitélio do hospedeiro com consequente injdria ao tecido e danos a outros érgdos
(Tiago et al., 2012). Além disso, também foram propostos mecanismos envolvidos com a
liberacdo de antimicrobianos, competicdo por nutrientes e modulacéo das rotas metabdlicas de

sinalizag&@o que estdo envolvidas com o processo inflamatério (Franca et al., 2015).

Com relacdo a perda de peso corporal, foi observado um decréscimo acentuado do
peso dos animais desafiados com S. Typhimurium, e, por outro lado, os animais que
receberam 0 queijo probidtico sofreram uma menor perda de peso (Figura 1B). Os
mecanismos responsaveis ainda nao estdo completamente elucidados, no entanto sabe-se que
a infeccdo por S. Typhimurium ativa respostas inflamatorias sistémicas levando a liberacéo de

citocinas pré inflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6. Ja foi demonstrado que essas citocinas
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induzem a perda de apetite, através da inducdo de funcGes hipotalamicas, e aumentam o gasto
energético basal levando a perda de massa muscular (Rao et al., 2017; Wensveen et al., 2024).
Além disso, a inflamacéo desencadeada por S. Typhimurium leva a dificuldade de absor¢éo de
nutrientes pelo epitélio intestinal (Radlinski et al., 2024). Em Gltima anélise, a alteracdo em
rotas metabdlicas em resposta ao estresse oxidativo causa maior gasto energético, o que

reflete em maior perda de peso corporal (Li et al., 2024).

A presenca de enterobactérias e de Salmonella foram avaliadas nas fezes dos
camundongos (Figura 2A e B). Além disso, para avaliar se a levedura, associada a matriz do
queijo, sobreviveu em concentracGes adequadas apds a passagem pelo trato gastrointestinal,
as contagens fecais foram determinadas (Figura 2C). Como esperado, ndo foram observadas
contagens de Salmonella no grupo que recebeu apenas 0 queijo probidtico ou no grupo que
recebeu apenas solucdo salina. No entanto no grupo desafiado com S. Typhimurium a
contagem observada foi significativamente superior (7,95 Log de UFC/g de fezes) aquela
encontrada no grupo desafiado com S. Typhimurium e tratado com o queijo probiético (7,15
Log de UFC/g de fezes) (Figura 2A).

A contagem de enterobactérias totais foi de aproximadamente 7,95 Log de UFC/g para
0 grupo controle (solucdo salina) e para grupo que recebeu o queijo probiotico. No entanto
essa concentragdo se mostrou significativamente maior no grupo desafiado com S.
Typhimurium (8,20 Log de UFC/qg), reduzindo significativamente no grupo infectado com S.
Typhimurium e tratado com o queijo probidtico (5,73 Log de UFC/g). Esses resultados
indicam o efeito protetivo da levedura através da inibicdo do crescimento de S. Typhimurium
(Figura 2B).

A contagem de leveduras foi observada em niveis elevados no grupo controle e no
grupo que recebeu apenas o queijo probiotico. No entanto, houve uma reducéo significativa
no grupo desafiado com S. Typhimurium (6,60 Log de UFC/g), comparado ao grupo
desafiado com S. Typhimurium, mas que foi tratado com o queijo (7,57 Log UFC/g) (Figura
2C).

Como esperado, ndo houve contagem de Salmonella nos grupos que receberam apenas
solugdo salina ou o queijo probidtico. No entanto foi interessante observar que o queijo
probidtico foi capaz de reduzir significativamente a contagem de Salmonella no grupo
desafiado com S. Typhimurium, o que sugere um efeito inibidor do queijo com relacdo a

multiplicacdo do patdgeno (Figura 2A). Esses resultados sdo consistentes com aqueles
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encontrados por Acursio et al. (2017) e Andrade et al. (2021) que notaram um decréscimo na
populacdo de S. Typhimurium quando camundongos foram tratados com Lactobacillus
plantarum B7 e K. lactis B10, respectivamente. O &cido latico foi apontado como o principal
componente com efeito inibidor do crescimento de S. Typhimurium. Dessa forma, as elevadas
concentracdes de acido latico produzido pela levedura associada a matriz do queijo e que foi
recentemente documentado por Silva et al. (2025), pode ter sido um dos fatores que

contribuiram para a diminuicéo da carga de Salmonella nas fezes dos camundongos.

As enterobactérias sdo bactérias Gram negativas, fermentadoras de glicose e que
apresentam distribuicdo ubiqua no ambiente. Esses microrganismos também podem ser
encontrados no trato gastrointestinal (TGI) de animais, incluindo os humanos causando
infeccdes entéricas (Kang et al., 2018). No entanto, alguns géneros das enterobactérias podem
ser encontrados no TGl como microrganismos comensais, sem causar efeitos adversos desde
que suas populacBes estejam em equilibrio. Algumas situacdes, como as de enterocolite
desenvolvida por S. Typhimurium, podem desencadear mudancas da populacdo microbiana
benéfica causando um desequilibrio e, dentro desse contexto, as enterobactérias presentes
podem causar infecgdes oportunistas aumentando o processo inflamatério através de uma
série de mecanismos infecciosos que ja sdo bem estabelecidos (Morales-Lopez et al., 2019).
Alguns dos principais géneros de enterobactérias encontradas no TGl e que sdo conhecidas
por causarem infec¢bes oportunistas sdo, além da Salmonella, Escherichia, Shigella e Yersinia
(Kang et al., 2018). Portanto, a manutencdo da populacdo de enterobactérias em niveis
comuns a populacdo encontrada no grupo controle ou que recebeu apenas o queijo probidtico,
demonstra que o queijo foi efetivo contra 0 aumento da populacdo desses microrganismos
mesmo diante da infeccdo causada por S. Typhimurium (Figura 2B), possivelmente por

reduzir a inflamacéo e, consequentemente, a suscetibilidade imunoldgica dos camundongos.

Em contraste, a populagdo de leveduras no grupo desafiado com S. Typhimurium e
tratado com o queijo probidtico se manteve semelhante aos grupos controle, indicando que
mesmo diante da infeccdo, a populacdo de levedura prevaleceu (Figura 2C). Alguns
mecanismos foram propostos para explicar como a populagédo de leveduras pode permanecer
inalterada diante de um processo infeccioso com S. Typhimurium (Franca et al., 2015).
Entretanto, foi interessante observar que no grupo controle que ndo recebeu o queijo
probiotico a populacéo de leveduras foi pelo menos 10 vezes menor que 0 grupo que recebeu
0 queijo, indicando a capacidade de sobrevivéncia das leveduras presentes no queijo apés a

passagem pelo TGI dos camundongos, 0 que pode estar associada a protecdo que a matriz do
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queijo exerce as células microbianas (Madureira et al., 2011). Além disso, algumas leveduras
tem a capacidade de aumentar a expressdo de proteinas de tolerancia ao estresse para
sobreviver ao transito gastrointestinal, o que pode justificar a viabilidade da K. lactis nas fezes
dos camundongos (Morales-Amparano et al., 2019). J& foi demonstrado que a viabilidade das
leveduras ndo é um pré requisito para que a mesma exerca efeitos antagdnicos contra
Salmonella, uma vez que sua parede celular apresenta componentes que aderem a superficie
da bactéria evitando sua ligagdo ao epitélio hospedeiro e esse fator independe da viabilidade
(Generoso et al., 2010). No entanto, alguns mecanismos como a liberagdo de citocinas anti-
inflamatdrias foram descritos a partir de microrganismos vivos (Castillo et al., 2011; Martins
etal., 2011).

Figura 2: Contagens fecais de Salmonella, enterobactérias e leveduras (logl0 UFC/g de
fezes) em camundongos infectados com S. Typhimurium, tratados e ndo tratados com queijo
probidtico.

Salmonella count
(log1o CFU/g of feces)
Enterobacteria count
(log1o CFU/g of feces)

Yeast count
(logio CFU/g of feces)

Legenda: Contagens fecais de Salmonella, enterobactérias e leveduras (logl0 UFC/g de fezes) em
camundongos tratados apenas com solucao salina estéril (CT); tratados apenas com o queijo probi6tico
(Prob. cheese); tratados com solucédo salina estéril e infectados com Salmonella (ST) e tratados com
gueijo probidtico e infectados com Salmonella (Prob. cheese + ST). *, ** *** ****Aqteriscos
indicam uma diferenca significativa entre os grupos por ANOVA seguido pelo teste de comparacdes
maultiplas de Tukey (P<0,05, 0,01, 0,001 e 0,0001, respectivamente). (N=10)

Fonte: Do autor (2025).

A infeccdo com S. Typhimurium causou aumento significativo da permeabilidade
intestinal. No entanto, no grupo tratado com o queijo probidtico esse aumento foi prevenido

conforme demonstrado na Figura 3.

O %™ Tc-dietilenotriaminopentaacetato (**™ Tc-DTPA) é uma macromolécula com

polaridade hidrofilica, que dificilmente atravessa a barreira epitelial em condices fisioldgicas
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normais (Coutinho et al., 2021). Portanto a sua deteccdo no sangue indica alteracdo na
permeabilidade da barreira intestinal que pode ocorrer de forma reversivel ou irreversivel e
que, em alguns casos, pode ser decorrente de processos inflamatorios desencadeados por
microrganismos patogénicos, assim como no presente trabalho (Generoso et al., 2010).
Dentro desse contexto a permeabilidade intestinal observada no grupo que foi infectado com
S. Typhimurium é um indicador do dano causado por esse patdgeno ao epitélio intestinal. Em
contrapartida, nos grupos que foram tratados com o queijo probidtico, a integridade intestinal
foi parcialmente preservada (Figura 3). Alguns autores relatam o envolvimento de &cidos
graxos de cadeia curta, produzido por muitos microrganismos, como sendo responsavel pela
restituicdo do epitélio intestinal, o que pode explicar a diminuicdo da permeabilidade
observada nos animais tratados com o queijo probi6tico (Peng et al., 2007). Por outro lado,
também é evidente que concentracdes fisiolégicas normais de &cidos graxos, apesar de
benéficas, podem ser responsaveis pela permeabilidade discreta o que pode explicar discreta
elevacdo da permeabilidade intestinal observada no grupo que recebeu apenas o queijo
probidtico.

Figura 3: Permeabilidade intestinal em camundongos infectados com S. Typhimurium e
tratados ou ndo com o queijo probiotico.
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Legenda: Permeabilidade intestinal em camundongos tratados apenas com solugdo salina estéril (CT);
tratados apenas com o queijo probidtico (Prob. cheese); tratados com solucdo salina estéril e
infectados com Salmonella (ST) e tratados com queijo probiético e infectados com Salmonella (Prob.
cheese + ST). *, **, **** Asteriscos indicam uma diferenca significativa entre os grupos por ANOVA
seguido pelo teste de comparacfes multiplas de Tukey (P<0,05, 0,01 e 0,0001, respectivamente).
(N=10)

Fonte: Do autor (2025).

Conforme previsto, os resultados observados mostraram altos niveis de translocacédo
bacteriana para o baco e o figado dos animais desafiados com S. Typhimurium. Um total de
57% dos animais apresentou contagens elevadas de Salmonella no bago e figado (7,24 e 7,62
Log de UFC/g de 6rgdo, respectivamente). Por outro lado, no grupo desafiado com S.
Typhimurium e tratado com o queijo probiotico, as contagens de Salmonella foram
significativamente menores em ambos os orgdos (5,78 e 6,03 Log de UFC/g de o6rgéo,

respectivamente) (Figura 4).

A translocacdo estd relacionada com a passagem do patégeno do epitélio intestinal
para outros Orgaos, como o figado, e que pode ocorrer intracelularmente, através da via
linfatica ou extracelularmente através da via vascular. No presente trabalho ndo houve
translocacdo para o baco e figado dos animais que foram tratados apenas com solucédo salina
ou 0 queijo probidtico, embora ja tenha sido demonstrado que pode ocorrer a translocacao
fisioldgica direcionada a modulacdo do sistema imune em condi¢Ges normais (Martins et al.,
2007) (Figura 4). No grupo desafiado com S. Typhimurium, no entanto, foram observados
elevados niveis de translocacdo, refletindo, o grau de inflamacdo da mucosa intestinal e
confirmado através do infiltrado inflamatério observado nos testes histopatolégicos (Figura 4
e 8C). Esse processo foi reduzido quando os animais foram alimentados previamente com o
queijo probidtico (Figura 4). De acordo com Martins et al. (2007), slgA inibe a ligacdo do
patogeno ao epitelio intestinal através de mecanismos que serdo abordados mais adiante.
Além disso, acredita-se que imunoglobulinas com fungdo de opsoninas aumentem a eficacia
da fagocitose por macrdfagos e leucdcitos polimorfonucleares causando a morte dessas
bactérias. No entanto, em alguns casos em que a bactéria consegue vencer a barreira epitelial
e translocar-se, o sistema reticulo endotelial (RES) remove bactérias de sistema circulatorio
ou induz a fagocitose desses microrganismos pelas células de kupffer. Foi demonstrado que
polimeros de glicose extracelulares produzidos por Saccharomyces sdo estimuladores do
sistema RES (Martins et al, 2007). Martins et al. (2013) demonstraram que, além dos

mecanismos citados, a ligacdo da bactéria patogénica a célula da levedura, pode ser
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responsavel por um menor nimero de bactérias livres que potencialmente se ligariam ao
epitélio intestinal. Ao ndo se ligar as células epiteliais, a inducéo de vias de sinalizacao pro
inflamatorias ndo ocorre, diminuindo a inflamacdo e, consequentemente, os niveis de
translocacéo para figado e baco, por exemplo.

Figura 4: Translocacdo bacteriana para o baco (A) e figado (B) em camundongos infectados
com S. Typhimurium e tratados e ndo tratados com o queijo probidtico.
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Legenda: Translocagdo (log10 UFC/g de 6rgao) em camundongos tratados apenas com solucdo salina
estéril (CT); tratados apenas com o queijo probidtico (Prob. cheese); tratados com solucdo salina
estéril e infectados com Salmonella (ST) e tratados com o queijo probidtico e infectados com
Salmonella (Prob. cheese + ST). *** e ****Asteriscos indicam uma diferenga significante entre os
grupos por ANOVA seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey (P<0,001 e 0,0001)
(N=10).

Fonte: Do autor (2025).

A Figura 5 mostra que a infeccdo experimental com S. Typhimurium induziu um
aumento nos niveis de IgA no fluido intestinal de camundongos, com diminuigdo significativa

nos animais tratados com o queijo probiotico.

Apo0s as primeiras 24 horas mais criticas da infec¢do por S. Typhimurium, anticorpos
de alta afinidade, como as IgAs, sdo secretadas no lumen intestinal e se ligam ao patdgeno
bloqueando o seu acesso a superficie mucosa. As IgAs sdo um tipo de anticorpo produzido
por linfocitos B ativados na lamina propria. Para que ocorra a ativacdo de células B para
producdo de IgA, existem mecanismos que sdo dependentes ou independentes de linfécitos T.

Ja foi demonstrado que, em camundongos, grande parte das IgAs sdo produzidas por vias
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independentes de células T, diferentemente do que ocorre em humanos (Frasen et al., 2015;
Oliveira et al., 2023). Alguns experimentos ja demonstraram que as IgAs exercem
mecanismos relacionados com o lipideo O, presente nas bactérias. As IgAs atuam blogueando
0 acesso do patdgeno a mucosa e/ou acelerando a eliminacéo do patogeno. A afinidade do IgA
¢ atribuida a aglutinacdo, interrupcdo e neutralizacdo do fator de viruléncia. No entanto,
pesquisas mais recentes sugerem que a protecdo estd relacionada com o mecanismo de
crescimento encadeado, onde IgAs revestem as bactérias e fazem a ligacdo cruzada com as
celulas-filhas durante a divisdo celular, impedindo sua dissociacéo, o que forga indiretamente
0 patdégeno a formar grandes aglomerados monoclonais. Esses aglomerados previnem a
invasdo do tecido, reduz a taxa de transferéncia de plasmideos de resisténcia, e
consequentemente, acelera a eliminacdo do patégeno (Wotza et al. 2017). Portanto, niveis
reduzidos de IgA no grupo tratado com o queijo probidtico demonstram, indiretamente, que
uma menor populagdo de Salmonella pode ter ocorrido devido ao efeito inibidor exercido pela
levedura K. lactis B10 (Figura 5). Tiago et al. (2012) demonstraram a capacidade de alguns
microrganismos, especialmente leveduras, de aprisionarem células patogénicas a superficie de
suas células, resultando em uma menor populacdo de Salmonella livre e, portanto,
desencadeando uma menor resposta, especialmente na produgéo de IgA.

Figura 5: Niveis de slgA no fluido intestinal de camundongos infectados com S.
Typhimurium e tratados e ndo tratados com o queijo probidtico.
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Legenda: Niveis de sIgA no fluido intestinal de camundongos tratados apenas com solugdo salina
estéril (CT); tratados apenas com o queijo probidtico (Prob. cheese); tratados com solugdo salina
estéril e infectados com Salmonella (ST) e tratados com o queijo probidtico e infectados com
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Salmonella (Prob. cheese + ST). * e ****Asteriscos indicam uma diferenca significativa entre grupos
por ANOVA seguido pelo teste de compara¢cfes multiplas de Tukey (P<0,05 e 0,0001). (N=10).

Fonte: Do autor (2025).

Durante a infecgdo, S. Typhimurium apresenta a capacidade de translocar-se do lumen
intestinal e atingir compartimentos internos, podendo alcancar o figado que € o local onde,
geralmente, as lesbes causadas sdo letais. Portanto, quando bactérias patogénicas como S.
Typhimurium alcancam o figado, elas tendem a causar processos inflamatorios que séo
desencadeados pelo recrutamento de células eosindfilas e neutréfilas (LeBlank et al., 2010).
Esse quadro inflamatdrio é possivel de ser observado indiretamente através de testes com
marcadores, a exemplo da avaliacio do aumento da atividade das enzimas peroxidase
eosinofilica (EPO) e da mieloperoxidase (MPO) no figado e ileo de camundongos desafiados
com S. Typhimurium (Fig. 6A). No presente trabalho, este aumento foi prevenido pelo
tratamento com o queijo probidtico antes da infeccdo. De forma semelhante, esse efeito

protetor foi observado no ileo (Fig. 6C).

Um dos principais motivos da disbiose durante a infeccdo ocorre porque S.
Typhimurium apresenta mecanismos que induzem a liberagdo citocinas pr6 inflamatorias,
bem como IL-8, responsavel pelo recrutamento de neutréfilos que atravessam a barreira trans
epitelial desencadeando um processo inflamatério (LeBlanc et al., 2010). Esse acumulo de
neutrdfilos auxilia no crescimento do patégeno enquanto a microbiota benéfica é afetada.
Recentemente Gill et al (2012) demonstraram que uma serina protease de alta especificidade
de substrato (elastase) que é produzida por neutréfilos e que apresenta efeito antimicrobiano
atua diretamente na microbiota natural, o que favorece indiretamente o crescimento do
patégeno, uma vez que Salmonella pode subverter esse efeito, além de ser resistente a outros
diversos antimicrobianos. Assim, a infiltracdo dessas células pode aumentar o processo
inflamatorio além de contribuir para o dano e disfun¢do da mucosa intestinal. Diante disso,
uma forma indireta de medir os niveis de infiltragdo de neutrofilos e eosindfilos e,
consequentemente, estabelecer os niveis de inflamacao tecidual é através da quantificacdo da
atividade da enzima MPO (enzima lisossomal encontrada especificamente em neutrdéfilos),
assim como a quantificacdo da atividade da enzima EPO permite a determinacdo da
infiltracdo de eosindfilos (Cordeiro et al., 2019). Portanto, a atividade enzimatica foi medida
no ileo e no figado dos camundongos. Foi possivel observar que o queijo probidtico foi
efetivo em reduzir a infiltracdo de neutréfilos e eosinéfilos tanto no ileo, quanto no figado

(Figura 6). De acordo com Abrantes et al. (2020) esses resultados sugerem que 0 queijo
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probidtico favoreceu a migracdo controlada de leucdocitos para o local da inflamagdo, uma
caracteristica importante no controle do processo inflamatorio e melhora no quadro clinico.
Além disso, Coutinho et al. (2021) observaram que a menor infiltracdo de neutrofilos e
eosindfilos se deve a menor capacidade de adesdo da Salmonella ao epitélio na presenca do
probidtico, o que compromete a ligacdo a receptores especificos e consequentemente, menor

recrutamento de células inflamatérias.

O aumento nos niveis de EPO observados do figado dos animais que receberam o
queijo probidtico foi confirmado através do aumento da celularidade intraparenquimatosa
observada nos testes histopatoldgicos. Algumas pesquisas demonstraram que 0 zimosano, um
B-glucano da parede celular de leveduras, pode ativar células da imunidade inata como células
dendriticas e macréfagos, estimulando a producdo de espécies reativas de oxigénio no
combate contra patdgenos. Além disso, esse polissacarideo também pode induzir a liberacdo
de citocinas pro inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-1B. Portanto, o aumento de células
eosinofilicas pode estar relacionado com a capacidade imuno estimuladora que a levedura,
presente no queijo, apresenta (Jawhara et al., 2012; Jung et al., 2023).

Figura 6: Atividades da peroxidase eosinofilica (EPO) e da mieloperoxidase (MPO) no
figado (A e C, respectivamente) e no ileo (B e D, respectivamente) de camundongos
infectados com S. Typhimurium e tratados e ndo tratados com o queijo probiético.
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Legenda: CT: solucdo salina estéril; Prob cheese: queijo probidtico; ST: solugdo salina estéril e
infectados com Salmonella e Prob, cheese + ST: queijo probidtico e infectados com Salmonella (Prob.
cheese + ST). *, **, *** g ****Agteriscos indicam uma diferenca significativa entre os grupos por
ANOVA seguido pelo teste de comparagcdes multiplas de Tukey (P<0,05, 0,01, 0,001 e 0,0001,
respectivamente) (N=10). Fonte: Do autor (2025).

Com relacdo a andlise histoldgica, ao avaliar o intestino, foi observado que o grupo
tratado apenas com solucdo salina ndo apresentou alteracdes histopatoldgicas nas analises
(Figura 7A). O grupo tradado com o queijo probiodtico apresentou um aumento discreto das
células, predominantemente de células mononucleares, na camada submucosa em metade dos
animais analisados (Figura 7B). O grupo infectado com S. Typhimurium, apresentou
alteracbes homogéneas e focais, parede intestinal muscular integra com grau de edema da
submucosa e da I&mina das vilosidades, discreto. Foram observados focos de eroséo epitelial
superficial associado com o aumento da celularidade nas vilosidades (celulas inflamatdrias
mononucleares) e alteragdes reacionais celulares do epitélio (hipercromasia e mitose) também
foram observados. Além disso foram observados rarissimos linfocitos intraepiteliais (Figura

7C). O grupo infectado com S. Typhimurium e tratado com o queijo probidtico apresentou
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parede intestinal integra com discreto edema de vilosidade, discreto aumento da celularidade
na camada submucosa (células inflamatdrias mononucleares), auséncia de mitose e presenca

de discreto foco de eroséo epitelial em 3 dos 8 animais avaliados (Figura 7D).

Por outro lado, a anélise do figado mostrou que o grupo tratado com solucdo salina
apresentou preservacao da estrutura lobular hepatica sem alteragdes da celularidade e aspectos
histologicos dentro da normalidade (Figura 8A). O grupo tratado apenas com 0 queijo
probidtico apresentou arquitetura lobular e celular preservada sem alteragdes significativas,
exceto por um unico local que apresentou discreto aumento de celularidade
intraparenquimatosa em um dos cortes amostrados (Figura 8B). O grupo infectado com S.
Typhimurium apresentou corte histolégico com perda da arquitetura lobular hepética,
provavelmente por conta do intenso infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear
de distribuicéo irregular no parénquima hepatico (Figura 8C — seta preta), por vezes associado
a areas de necrose focal hepatocitéaria (Figura C — setas vermelhas). Nas analises dos animais
do grupo infectado com S. Typhimurium e tratado com o queijo probiético foi observado que
em metade dos cortes histologicos do figado ocorre perda da arquitetura lobular hepatica
devido a intenso infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear de distribuicao
irregular no parénquima hepatico (Figura 8D — setas pretas), com um foco de area de necrose
(Figura 8D — setas vermelhas). Também é possivel observar a arquitetura lobular preservada
com discreto foco inflamatério predominantemente mononuclear interrompendo fileiras

hepatocitarias (Figura 8D — seta preta).

Os resultados observados foram consistentes com os demais resultados. A presenca de
aumento de celularidade, especialmente, células mononucleadas no grupo que recebeu apenas
0 queijo probidtico pode estar relacionada a capacidade que alguns microrganismos
apresentam de estimular o recrutamento de células imunes associadas ao intestino,
principalmente aquelas células relacionadas com a imunidade inata (LeBlank et al., 2010)
(Figura 7B). As células em mitose assim como a hipercromasia observadas no grupo infectado
com S. Typhimurium podem estar relacionadas com uma resposta ao quadro inflamatério que
pode refletir uma tentativa de reparo do epitélio pelo sistema imune (Figura 7C). Além disso,
de acordo com Coutinho et al. (2021), na situagdo de infeccdo por Salmonella, o epitélio
intestinal tende a perder a arquitetura e integridade ocasionando o afrouxamento das
vilosidades, bem como a presenca de células inflamatorios infiltradas no tecido. Esses fatores

em conjunto causam uma diminuigdo da relacdo existente entre altura das vilosidades e
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profundidade das cristas, assim como foi observado nos camundongos infectados com S.

Typhimurium e atenuados no grupo tratado com o queijo probidtico (Figuras 8B e C).

Figura 7: Aspectos histopatoldgicos do ileo de camundongos infectados com S. Typhimurium
e tratados e ndo tratados com o queijo probidtico.

Legenda: Aspectos histopatologicos do ileo de camundongos tratados apenas com solucgdo salina
estéril (A); apenas tratados com o queijo probidtico (B); tratados com solucdo salina estéril e
infectados com Salmonella (C) e tratados com queijo probiético e infectados com Salmonella (D). As
setas pretas indicam areas de lesdo de vilosidades com um ligeiro aumento na celularidade da lamina
propria e foco de infiltrado inflamatdrio. O asterisco indica edema associado & necrose de coagulagdo.

Legenda: Do autor (2025).

Figura 8: Aspectos histopatolégicos do figado de camundongos infectados com S.
Typhimurium e tratados e ndo tratados com o queijo probidtico.
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Legenda: Aspectos histopatoldgicos do figado de camundongos tratados apenas com solugdo salina
estéril (A); tratados apenas com queijo probiotico (B); tratados com solugdo salina estéril e infectados
com Salmonella (C) e tratados com o queijo probidtico e infectados com Salmonella (D). As setas
pretas indicam uma area de infiltrado inflamatorio e a seta vermelha necrose hepatocitica focal.

Fonte: Do autor (2025).

4.0 CONCLUSAO

As descobertas feitas no presente trabalho sugerem que o queijo suplementado com a
levedura K. lactis B10, exerce papel terapéutico diante do quadro de infecgdo por S.
Typhimurium. Os mecanismos envolvidos nesse processo parecem estar relacionados com a
interferéncia nas vias de sinalizagdo que levam ao processo inflamatério, bem como a
producdo de biomoléculas ou interferéncia direta na ligagdo de S. Typhimurium ao epitélio
intestinal. No entanto, novas pesquisas sdo necessarias a fim de melhor elucidar tais
mecanismos e distingui-los daqueles induzidos por biomoléculas presentes no proprio queijo,

oriundas do leite.
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RESUMO

Probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a saude quando administrados
em quantidades adequadas. Para serem considerados probidticos, os microrganismos devem
obedecer a alguns critérios como auséncia de genes de patogenicidade e capacidade de
sobreviver ao trato gastrointestinal (TGI), o que representa um desafio devido as variacfes de
pH, sais biliares e presenca de proteases. Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a
seguranca de Kluyveromyces lactis B10 e Torulaspora delbrueckii B14 por meio de testes de
dnase, gelatinase e hemdlise, bem como a influéncia da liofilizacdo na viabilidade das
leveduras ao longo de 120 dias de prateleira e a resposta protebmica dessas leveduras quando
submetidas as condicBes gastrointestinais simuladas. A avaliacdo de seguranca mostrou que
as leveduras ndo produziram enzimas, sendo consideradas, portanto, seguras para consumo. A
viabilidade das leveduras foi influenciada significativamente pela temperatura de
armazenamento apés a liofilizacdo. A 4 °C as leveduras apresentaram maior viabilidade
(83,38% e 75,51% para K. lactis B10 e T. delbrueckii B14, respectivamente) aos 120 dias de
armazenamento comparado com a populacdo observada a 25 °C (75,51 e 32,60%). Além
disso, quando submetidas a condig¢des simuladas do trato gastrointestinal (TGI), K. lactis B10
apresentou uma viabilidade de 96,72% enquanto T. delbrueckii B14 apresentou 9,.75% de
taxa de sobrevivéncia ap6s 270 minutos de exposicdo. Os resultados da analise protedmica
mostraram que as leveduras utilizam mecanismos como a producéo de proteinas de tolerancia
ao estresse oxidativo (proteinas de choque térmico- HSPs), chaperonas moleculares
(chaperona molecular ndo chaperonina ATPase), proteinas de manutencdo do pH interno
(adenosilmetionina sintase, S-metiltrasnferase), metabolismo de carboidratos (gliceraldeido-3-
fosfato, glicose-6-fosfato, piruvato quinase, piruvato descarboxilase, entre outras),
neutralizacdo de radicais livres (alcool desidrogenase, NADH: flavina oxidorredutase),
peptidases (carboxipeptidase, proteina contendo dominio peptidase Al e proteina contendo
dominio peptidase S8/S53), hidrolases (pirofosfatase inorganica, adenosilhomocisteinase),
transferéncia de elétrons (Subunidade 2 do complexo citocromo mitocondrial), proteinas de
superficie celular (proteina semelhante a aglutinina contendo o dominio n-terminal), proteinas
de transporte (proteina contendo o dominio SH3) e de replicacio do DNA (DNA
topoisomerase), entre outras, como forma de subverter os danos causados pelo baixo pH e
bile. Esses resultados demonstram que ambas as leveduras apresentam potencial para serem
utilizadas como probidticos na industria de alimentos e fornecem insights sobre proteinas
diretamente associadas a resposta ao estresse do TGl.

Palavras-chave: leveduras, liofilizacdo, probidtico, alimentos funcionais
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos probidticos vem sendo, a muitos anos, o foco de um intenso
esforco de estudos que buscam determinar seus possiveis beneficios & salde e identificar os
mecanismos pelos quais eles os exercem (Alcantara et al., 2012). Embora algumas pesquisas
demonstrem que a célula microbiana, invidvel, ainda € capaz de exercer efeito antagénico
contra patogenos devido a presenga de componentes de parede como B-glucanas e mananas,
hd um consenso de que um microrganismo precisa sobreviver & passagem pelo trato
gastrointestinal (TGI), para que possa exercer beneficios na satde do hospedeiro (Generoso et
al., 2010; Zhong et al., 2023).

Durante o trajeto pelo TGI, o microrganismo enfrenta condicdes adversas como
acidez, que pode levar a desnaturacdo proteica e perda de fungdes celulares importantes para a
sobrevivéncia e multiplicacdo da célula. Além disso, os sais biliares, principal componente da
bile, pode exercer acdo antimicrobiana, causando danos a membrana celular e ao DNA.
Devido a sua natureza anfipatica, os sais biliares podem ainda alterar a conformacdo de

proteinas levando ao estresse oxidativo (Alcantara et al., 2012).

Apesar da presenca de microrganismos nos mais diversos alimentos, o grande nimero
de associagdes de alguns microrganismos com doencas sistémicas tém levado érgdos como a
OMS a reconhecerem os riscos do seu consumo e estabelecerem alguns parametros a serem
considerados antes mesmo da caracterizacdo probidtica do microrganismo. Portanto, a
auséncia de atividades patogénicas, tais como atividade de degradacdo de gelatinase, dnase e
hemolise sdo parametros que, assim como a capacidade de sobrevivéncia, devem ser

avaliados (Fernandez-Pacheco et al., 2021).

A utilizacdo de leveduras como probidticos vem atraindo atencdo devido a sua
capacidade antioxidante, anticolesterolémica, anti-hipertensiva e anticancerigena. Além disso,
esses microrganismos sdo capazes de produzir diversas substancias bioativas como acido
gama aminobutirico (GABA), &cido folico , carotenoides , peptideos antimicrobianos, acidos
graxos de cadeia curta, exopolissacarideos (EPS), entre outros que podem ser utilizados nos

mais diversos processos tecnoldgicos (Goel et al., 2024).

As leveduras sdo um grupo amplo de microrganismos que apresentam propriedades
atrativas como tolerancia ao baixo pH, oxigénio, variacdes de pressdo osmotica, resisténcia

aos sais biliares, baixa atividade de &gua e a antibidticos (Andrade et al., 2019; Jan et al.,


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/folic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/carotenoid

80

2023). Além disso, as leveduras apresentam ampla flexibilidade nutricional, o que as tornam

promissoras para serem aplicadas no mercado de alimentos funcionais (Syal & Vohra, 2013).

Alguns trabalhos ja relatam a capacidade de sobrevivéncia de diversas leveduras, durante
a passagem pelo TGI simulado, especialmente quando liofilizadas. A liofilizacdo é um
método eficaz que protege o microrganismo e aumenta a taxa de sobrevivéncia durante a
passagem pelo TGI, além de permitir a sua viabilidade durante longos periodos de
armazenamento. Devido as condicGes adversas durante o processo, sao utilizados
crioprotetores, como carboidratos e substancias proteicas, entre elas o leite, garantindo a
sobrevivéncia dos microrganismos durante o processo (Bolla et al., 2011).

Abordagens como gendmica, transcriptdmica e protedmica podem ser utilizadas para
estudar a tolerdncia e as respostas metabodlicas dos probioticos sob condigdes de estresse. A
protedmica pode fornecer respostas sobre os mecanismos que permitem a tolerdncia das
leveduras ao processo de liofilizagdo e a exposicdo as condigdes gastrointestinais,
identificando variacBes no metabolismo central da célula (Baig et al., 2022). No entanto,
atualmente, as pesquisas concentram-se em analises protedmicas de bactérias probidticas
como Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, entre outras (Baig et al., 2022; Lau et al.,
2025), levando a necessidade de pesquisas voltadas a elucidar os mecanismos utilizados pelas
leveduras, microrganismos igualmente importantes do ponto de vista biotecnolégico.

K. lactis B10 e a T. delbrueckii B14 séo duas leveduras isoladas do queijo Canastra e
que apresentam potencial para serem utilizadas como probioéticos (Andrade et al., 2017;
Andrade et al., 2019; Andrade et al., 2021; Silva et al., 2025). Diante disso, esse trabalho teve
como objetivo a avaliacdo dos aspectos de seguranca, avaliacdo do tempo de viabilidade em
diferentes temperaturas, apds liofilizacdo e a avaliacdo da resposta protebmica por meio da
caracterizacdo de proteinas intracelulares expressas por K. lactis B10 e a T. delbrueckii B14

durante a passagem pelo TGI simulado.
2. METODOLOGIA
2.1 Preparacgdo dos microrganismos

As leveduras avaliadas no presente estudo foram previamente isoladas da producédo de
queijo Canastra (Andrade et al., 2017) e encontram-se armazenadas em glicerol a -20 °C no
laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). K. lactis B10 e T.

delbrueckii B14 foram reativadas em 1 mL de YPD (2% peptona, 2% glicose e 1% extrato de
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levedura) e incubadas a 28 °C por 24 horas. A biomassa obtida foi utilizada para os testes

subsequentes.
2.2 Avaliacao de seguranca
2.2.1 Atividade gelatinase

O teste de turbidez e liquefacdo da gelatina foi realizado conforme descrito por
Faddin, (2000) utilizando as seguintes concentracdes em g/L: 3 g de extrato de carne; 5,0 ¢
de peptona; 120,0 g de gelatina comercial. Apos a reativagdo, 5 pul de inoculo de K. lactis B10
e T. delbrueckii B14 foram adicionados, separadamente, aos tubos de ensaio contendo o0 meio
de gelatina. A bactéria Staphylococcus aureus 3165 foi utilizada como controle positivo e
reativada em meio BHI a 37 °C por 24h. Os tubos de ensaio foram mantidos a 37 °C por 15
dias. Além disso, as leveduras também foram mantidas em sua temperatura 6tima de 28 °C e
37 °C, simulando as condicdes corporais. A liquefacdo foi observada através do banho de gelo
por 2 horas, 0 que permite a solidificacdo da gelatina. Na condicao de produ¢do enzimatica da

gelatinase, ocorre a liquefacdo do meio, caracterizando a reagdo como positiva.
2.2.2 Teste de dnase

A producdo desta enzima foi analisada por cultivo em estrias ap6s 24 horas de
reativacdo na fase log do crescimento dos microrganismos no meio 4gar DNase (HiMedia).
Desta forma, K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 foram incubados a uma temperatura de 28 °C
e 37 °C por 72 horas. Como controle positivo, foi utilizada a cepa S. aureus Saur ATCC
33592, mantida a 37 °C por 72 horas. Apds a incubacdo, uma solucdo de acido cloridrico a
0,1% foi adicionada as placas por 5 minutos. A reacdo foi caracterizada como positiva pela
formacédo de halos claros ao redor das coldnias (Syal &Vohra, 2013; Gupta & Malik, 2007).

2.2.3 Teste de hemolise

As cepas de levedura foram previamente semeadas em meio YPD, incubadas a 28 °C
por 48 horas para obtencdo de coldnias puras e isoladas. Posteriormente, as coldnias foram
transferidas para placas de Agar Sangue Base (HiMedia) suplementadas com 5% de sangue
bovino fresco. Como controle positivo, foi utilizada a bactéria ATCC Streptococcus
pneumoniae 40619. As placas foram incubadas por 3 dias a 28 °C e 37 °C, respectivamente
(Fadda et al., 2017).

2.3 Preservagao de K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 por liofilizagéo
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K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 foram cultivadas até atingir a quantidade desejada
de células para liofilizacdo seguindo a metodologia adaptada descrita por Pietrowski et al.,
(2012) e Bolla et al., (2011). Resumidamente, 20 pL de cada levedura armazenada a -20 °C
foi reativada em 1 ml de YPD e incubada a 28 °C por 24 h. Esta cultura foi transferida para
um frasco de Erlenmeyer contendo 10 ml do mesmo meio e incubada nas mesmas condicoes.
Posteriormente, foram transferidas para 100 ml para obter uma populacdo de
aproximadamente 107 UFC/ml. Em seguida, as culturas foram centrifugadas a 9000 rpm por 5
min e lavadas duas vezes com agua destilada estéril. Em seguida, a biomassa de levedura foi
ressuspensa em 500 pL de leite UHT estéril. As amostras foram congeladas a -80 °C por
aproximadamente 8h em ampolas e levadas sucessivamente ao liofilizador com temperatura
inicial de =56 °C e vacuo inicial de 1335 Vac e 66 pHg. As células liofilizadas foram
armazenadas a 4 °C e temperatura ambiente por 120 dias. Apos liofilizacdo e em diferentes
intervalos de tempo (0, 30, 60, 90, 120), as amostras foram reidratadas ao volume original
com agua deionizada esteéril e plagueadas em meio YPD e permaneceram incubadas a 28 °C

por 24 horas para contagem de células viaveis.

A viabilidade das cepas foi determinada pelo nimero de unidades formadoras de
colonias por mL (UFC/mL). As amostras foram submetidas a dilui¢io seriada preparadas em
0,1% de triptona, semeadas em YPD e incubadas a 28 °C por 48 horas (Bolla et al., 2011).

2.4 Simulacéo das condic¢des gastrointestinais

Para a avaliacdo da sobrevivéncia das leveduras K. lactis B10 e T. delbrueckii B14, as
células foram expostas a condi¢des que simulavam aquelas encontradas no estomago e trato
intestinal superior aos 90 e 270 minutos, respectivamente, simulando a passagem pelo TGI.
Para isso, as leveduras foram reativadas conforme descrito anteriormente até uma populacéo
de 108 UFC/mL. Em seguida, foram liofilizadas e inoculadas em 10 mL de suco gastrico
simulado (6,2 g/L NaCl, 2,2 g/L KClI, 0,22 g/L CaCl,, 1,2 g/L NaHCO3, 0,3% pepsina e pH
3,0) e incubadas a 37 °C com agitacdo de 150 rpm. Apds 90 min, 17,5 mL de suco duodenal
sintético (6,4 g/L NaHCO3, 0,239 g/L KCI, 1,28 g/L NaCl, 0,1% pancreatina, 0,3% bile de
boi, pH ajustado para 7,4 com HCI 5M) foram adicionados e novamente agitados a 37 °C, 150
rpm por 270 min simulando a passagem pelo trato intestinal. A taxa de sobrevivéncia das
estirpes foi avaliada em 0 (T0O), 90 (T1) e 270 (T2) min, utilizando a técnica de revestimento
de superficie no meio YPD. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h para realizagdo da

contagem das unidades formadoras de colénias (Fadda et al., 2017).
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2.5 Analise protedmica

Para a simulacdo do trato gastrico intestinal, as leveduras foram cultivadas conforme
descrito anteriormente. Em seguida, foram expostas as condi¢Ges estomacais e intestinais de
acordo com a metodologia proposta por Fadda et al. (2017). Foram obtidos 3 extratos
proteicos, um extrato antes da exposicéo as condi¢fes simuladas (TO), apds a passagem pelas

condigdes estomacais (T90) e ao final de toda a simulagdo (T270).

Para a extracdo das proteinas, as células foram centrifugadas a 4 °C por 10 min e
lavadas duas vezes com tampdo PBS (8 g/L de NaCl, 0,2 g/L de KCI, 1,44 g/L de NaoHPO4 e
0,24 g/L de KH2PO4). Aproximadamente 1 g de biomassa foi adicionada a 300 pL de tampao
de extracdo (solucdo 1: 888 mg dectrizma HCI, 530 mg de trizma base, 652 uL de triton X-
100 e o volume completado para 100 mL com &gua milliQ, solucdo 2: 32 mL da solucédo 1,45
g de uréia, 15,2 g de thiuréia, 3,6 g de CHAPS e o volume completado para 100 mL também
com agua milliQ), 6 pL de inibidor de protease, 14 pL. 1M de DTT, DNA’se (com
concentracdo final de 12 unidades kunitz) e 20 uL de RNA’se 1 mg/mL. 20 glass beads de 0,5
mm de didmetro foram adicionadas a esta solucdo e a extracdo das proteinas foi realizada em
um Digital Disruptor Genie por 10 min (Szopinska et al., 2016). O extrato proteico obtido foi
centrifugado duas vezes a 4 °C, durante 10 min e 35.000 g e o sobrenadante obtido
corresponde ao extrato proteico total. Foi realizada uma extracdo para cada tempo, T0, T90 e
TF.

O extrato obtido foi concentrado de acordo de acordo com especificagfes do
fabricante (GE-Healthcare) e adicionado em uma solucéo de acido tricloroacético (TCA) 10%
e acetona na proporcado de 1:1 e incubados a -20 °C over night. Apos a incubacéo a solucdo foi
centrifugada a 10.000 g por 15 min a 4 °C e o precipitado foi lavado em solucéo de acetona
80% duas vezes. Entre as lavagens o precipitado foi agitado por 1 min em vortex. O
precipitado final foi ressuspendido em tamp&o de extracdo e a quantificacdo das proteinas nos
demais extratos foi realizada de acordo com Bradford (1976), via espectrofotometria
utilizando GeneQuant com albumina sérica bovina como padréo.

A eletroforese bidimensional foi realizada utilizando o kit de limpeza 2D, seguindo as
instrugdes do fabricante (GE Healthcare Handbook, 2005) e conforme descrito anteriormente
por Rodrigues et al. (2015). Para isso, 500 pg de proteinas foram adicionadas a solugéo
DeStreak completando um volume total de 340 uL, e distribuidas em uma tira de gel com
gradiente de pH 3 a 10. A tira foi hidratada por 12 h a 25 °C e entdo realizada a focagem

isoelétrica, onde foram colocadas em um IPGphor3 sob as seguintes condi¢fes: 1 step 500
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V/8 h/0,5 kVh, 2 step 1000 V/1 h/ 0,8 kVh, 3 step 10.000 V/3 h/ 16.5 kVh e 4 step 10.000 V/
0.20 h/ 3,2 kVvh. Apos a focalizacdo foi realizado a alquilacdo das fitas, onde foram
adicionados 5 mL de tampédo | (25 mL de tampéo Il e 0,25 g de DTT) em cada fita e
colocadas em agitador por 15 min. Em seguida, o tampdo | foi descartado e 5 mL de tampao
I1 (36 g de uréia, 5 mL de trizma base pH 8.8, 10 mL de SDS 20% e completado o volume
para 100 mL com agua milliQ) foi adicionado. As fitas foram colocadas novamente em
agitador por 10 min. Foram realizadas duas lavagens com os dois tamp&es. Ao final da Gltima
lavagem as fitas foram adicionadas ao tampao I11 (25 mL de tampéo Il e 1g de iodoacetamida)
e agitadas por 15 min.

A segunda dimensdo foi realizada com géis 12,5% de acrilamida a temperatura de 15
°C. Em seguida, os géis foram colocados em um Multiphor Il (GE Healthcare) sob duas fases.
Na primeira fase foram expostos a 80 VV/ 15 mA/ 1 W/ 1h e na segunda fase foram expostos a
500 V/ 60 mA/ 13 W/ 6h por gel. Apos a eletroforese os géis foram corados por 72 h com
solucdo Comassie blue G250, lavados com &gua milliQ e armazenados em solucdo de &cido
acético 5% a 4 °C (Livramento et al., 2017).

Os géis ja corados foram digitalizados utilizando um scanner (ImageScanner, GE-
Healthcare) e avaliados no software Ulmax MagicScan 4.6. As analises de imagem foram
realizadas utilizando o software ImageMaster 2D Platinum 5.5 (GE- Heathcare). Para avaliar
as diferencas entre os tratamentos, a abundancia das proteinas entre os géis foi avaliada,
utilizando como pardmetro a proteina normalizada e volume de spot (&rea do spot x sua
intensidade (medida por densidade 6ptica). Os spots de proteinas com alteragdes significativas
foram considerados expressamente diferentes. Os spots de cada repeticdo foram avaliados
utilizando a ANOVA (P<0,05) e apenas os dados significativos com uma diferenca de pelo

menos 1,7 entre os tratamentos foram considerados (Livramento et al., 2017).

Os spots obtidos foram excisados e adicionados a tubos eppendorfs contendo 350 pl
de 4gua por 5 minutos. Ap0s isso, foram adicionados 190 pl de acetonitrila por 20 minutos.
Esse processo foi realizado duas vezes e, em seguida, a acetonitrila foi removida e os tubos
adicionados no speed vac por cerca de 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 50 ul da
solucgéo de tripsina (33 ng/ul — 1,5 uM) diluida de forma a cobrir os spots. Essa solucdo foi
mantida durante 60 minutos para a penetracdo da tripsina nos spots com consequente digestdo
proteica. Os tubos foram mantidos a 37 °C over night e, depois, foram adicionados 50 pl de
acido férmico 5% + Acetonitrila 50%. As amostras foram ultrassonificadas por 10 minutos e

vortexadas por 20 segundos. O liquido foi retirado e transferido para um tubo novo. Esse
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processo foi repetido 3 vezes. Em seguida, as amostras foram levadas a rota evaporador até
obtencdo dos extratos concentrados e, posteriormente, foram adicionados 50 pl de acetonitrila
5% + &cido formico 0,1%.

2.5.1 Espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS)

A separacdo por LC dos peptideos tripticos foi realizada por cromatografia liquida de
ultra performance. Foram injetados 40 puL das amostras (SIL-20A HT) em um sistema de
HPLC composto por duas bombas (LC-20AD), um forno de colunas (CTO-20A) e um
desgaseificador (DGU-20A3) (Shimadzu, Japdo). A coluna utilizada foi uma C-18 de 150x2,1
mm, 2,7 um, com pré-coluna (Supelco, Pensilvania, EUA). A fase movel consistiu de duas
solucdes de 0,1% de acido formico em &gua (A) e em acetonitrila (grau LC-MS — Fluka,
Buchs, Suiga). A eluicdo foi realizada com um fluxo de 200 pL.min™', conforme segue: 0-5
min: isocratico 5% B; 5-40 min: gradiente linear até 45% B; 40-45 min: isocratico 50% B;
45-47 min: gradiente linear até 10% B; 47-50 min: isocratico a 100% B; 50-55 min:
isocratico a 5% B. Os peptideos eluidos da coluna foram ionizados por eletrospray aplicando
4,5 kV e analisados por espectrometria de massas em tandem por meio de uma anélise
dependente de dados no sistema microTOF Q-1 (Bruker Daltonik GmbH) operado em modo
positivo. Os dados foram adquiridos no modo automéatico MS/MS, a faixa de massa no modo
MS foi de 300-1800 m/z, estados de carga +2 a +4, maximo de 3 precursores por ciclo. Os
dados obtidos por LC-MS/MS foram tratados com o software Bruker Data Analysis, versao
4.2 (Build 383.1). O espectro MS/MS obtido no intervalo de 5 a 30 minutos foi utilizado para
busca no banco de dados por meio do software Biotools versdo 3.2 (Bruker Daltonik). O
perfil de massa molecular da amostra, obtido por MS e MS/MS, foi submetido a uma analise
comparativa usando o programa MASCOT (http://www.matrixscience.com) para realizar a
comparacdo das massas dos peptideos observados no banco de dados e, assim, determinar a
identificacdo proteica mais provavel. Os bancos de dados utilizados na anéalise foi o UniProt,

na ultima verséo disponivel.
3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o guia para instrucdo processual de peticdo de avaliacdo de probioticos
para uso em alimentos, publicado pela ANVISA, algumas anélises de seguranga devem ser

realizadas incluindo as que os resultados apresentam a seguir.

3.1 Atividade gelatinase
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A enzima gelatinase é produzida principalmente por microrganismos patogénicos,
sendo capaz de degradar os componentes da matriz extracelular, bem como macromoléculas,
incluindo caseina, gelatinas do tipo I, I, IV e V, fibronectina e proteoglicano (Zhao et al.,
2011). A gelatinase é classificada como uma metaloprotease hidrofobica capaz de degradar
proteinas como a hemoglobina, colageno, insulina, caseina e gelatina. Essa protease ja foi
associada a viruléncia em espécies de Enterococcus (Goel & Halami, 2024). Portanto, a
auséncia desta enzima é um indicador de seguranca e ndo citotoxidade para que
microrganismos possam ser utilizados como probidticos em alimentos. K. lactis B10 e T.
delbrueckii B14 ndo apresentaram atividade gelatinase. Apenas o microrganismo utilizado
como controle positivo, S. aureus 3165, apresentou turbidez do meio e capacidade de

liquefacdo (Figura 1)

Figura 1: Teste para avaliagdo da atividade de gelatinase para as leveduras K. lactis B10 e T.
delbrueckii B14.

Legenda: Teste para atividade de gelatinase, em meio semi-solido, ap6s 15 dias a 37 °C. Em A-
Duplicata do controle positivo S. aureus 3165 mostrando a liquefacdo do meio ap6s o banho de gelo
em comparagdo com o controle negativo, B- Triplicata da levedura K. lactis B10, C- Triplicata da
levedura T. delbrueckii B14.

Fonte: Do autor (2025).

3.2 Teste de Dnase

Segundo Hasegawa et al. (2010), a producdo de DNase extracelular estd intimamente
associada a fatores de patogenicidade, pois eles permitem a disseminacdo do patdgeno, alem
de contribuir para a evasdo da resposta imune. Geralmente, essa enzima € observada em
microrganismos isolados de ambientes clinicos de pacientes imunossuprimidos. Entre as
espécies de leveduras que apresentam essa atividade estdo as leveduras Cryptococcus

neoformans, Cryptococcus gattii e Candida albicans (Fernandez-Pacheco et al., 2021).

K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 n&o apresentaram atividade da desoxirribonuclease

em nenhuma das temperaturas testadas, o que as tornam interessantes e seguras para a
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industria de alimentos. Apenas o controle positivo contendo S. aureus Saur ATCC 33592

apresentou a formac&o de halos claros ao redor das colonias (Figura 2).

Figura 2: Teste de atividade de DNase para as leveduras K. lactis B10 e T. delbrueckii B14.

Legenda: Teste de atividade de DNase ap6s 48 horas. As leveduras foram incubadas a 28 °C e o
controle positivo a 37 °C. Em A: controle negativo; B: controle positivo (bactéria Staphylococcus
aureus Saur ATCC 33592); C: K. lactis B10; D: T. delbrueckii B14.

Fonte: Do autor (2025).
3.3 Teste de hemolise

A atividade hemolitica é caracterizada pela destruicdo prematura das hemacias
causada pela ruptura da membrana plasmatica, resultando na liberacdo de hemoglobina.
Algumas bactérias patogénicas adquirem ferro por meio da capacidade hemolitica, o que
resulta em anemia ou, até mesmo, edema ao hospedeiro (Dang et al., 2024).

A reag@o hemolitica ¢é classificada em a-hemolise, B-hemolise e y-hemolise, de acordo
com a intensidade da quebra das hemacias. A a-hemolise é caracterizada pela perda parcial
das hemacias formando halos verdes ao redor das coldnias. Por outro lado, a perda total das
hemacias ¢ classificada como B-hemolise, formando halos de hidrdlise claros (Dang et al.,
2024).

As leveduras ndo apresentaram atividade enzimatica (hemolisina) (Figura 3) e esses
resultados foram consistentes com os achados por Fernandez-Pacheco et al. (2021), que
avaliaram a producdo de hemolisina por 20 cepas de leveduras incluindo K. lactis, com
resultado negativo para todos os isolados. No presente trabalho, o controle positivo
demonstrou a atividade enzimatica identificados pelos halos claros bem evidentes, como era
esperado. N&o se conhece atividade tardia de hemolisina ap6s 72 horas. Portanto, 0 uso dessas
leveduras como culturas probidticas ndo representa risco para atividade hemolitica.

Figura 3: Teste de atividade hemolitica para as leveduras K. lactis B10 e T. delbrueckii B14.
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Legenda: Teste de atividade hemolitica em agar sangue suplementado com 5% de sangue bovino,
apos 72 horas. Em A: controle negativo; B: controle positivo (S. pneumoniae 40619); C: K. lactis B10;
D: T. delbrueckii B14).

Fonte: Do autor (2025).

3.4 Preservacao de K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 por liofilizacao

As células liofilizadas das leveduras K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 foram
analisadas quanto a taxa de sobrevivéncia durante 120 dias de armazenamento, nas

temperaturas de ambiente e de 4 °C.

As populagdes iniciais K. lactis B10 e T. delbrueckii B14, logo ap6s a liofilizag&o,
foram de 3,04 x 10" UFC/ml e 3,44 x 10" UFC/ml, respectivamente, demonstrando que as
leveduras foram capazes de sobreviver ao estresse submetido durante o processo de

liofilizac&o que envolve o congelamento com posterior desidratag&o.

Segundo Bolla et al. (2011) culturas com concentracdes iguais ou superiores a 107
UFC/ml para liofilizagdo, apresentam maiores chances de sucesso. Essas concentracdes
garantem que células suficientes permanecam apds 0 processo e, consequentemente,
armazenamento em longo prazo, proporcionando reativagdo bem-sucedida da cepa. A
viabilidade de K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 durante 120 dias de armazenamento esta
representada na Figura 4.

Figura 4: Sobrevivéncia das leveduras K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 liofilizadas ao
longo de 120 dias armazenadas em temperatura ambiente (25°C) e 4°C.
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Legenda: Sobrevivéncia das leveduras K. lactis B10 (A) e T. delbrueckii B14 (B) liofilizadas em leite
UHT (Valores expressos em log/mL) ao longo de 120 dias de armazenamento nas temperaturas de 4
°C e ambiente. Letras minUsculas expressam a diferengas nas temperaturas de 4 °C e ambiente no
mesmo tempo. Letras mailsculas expressam a diferenca entre 0s tempos na mesma temperatura.
Letras distintas indicam diferenca significativa de acordo com o teste Scott Knott a 0,05% de

significancia.

Fonte: Do autor (2025).

Foi possivel observar que as células de K. lactis B10 apresentaram maior taxa de

viabilidade na temperatura de 4 °C e se mantiveram estaveis até 30 dias de armazenamento

(7,43 Log de UFC/mL). Aos 120 dias a populacdo apresentou uma reducdo (6,42 Log de

UFC/mL), mas ainda assim demonstrou boa estabilidade com uma taxa de sobrevivéncia de
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83,38% com relacdo a populacdo do tempo 0 (7,70 Log de UFC/mL). No entanto, em
temperatura ambiente, a viabilidade foi afetada pelo tempo. A populacdo observada, aos 30
dias, foi de 6,18 Log de UFC/mL e taxa de sobrevivéncia de 80,25% em relacdo a populagéo
inicial. No entanto, aos 120 dias, a viabilidade caiu para 27,14% (Figura 4A).

Para a T. delbrueckii B14 os resultados foram similares com maior viabilidade aos 4
°C. A populagdo de T. delbrueckii B14, aos 120 dias de armazenamento, foi de 5,86 Log de
UFC/mL, o que representa uma viabilidade de 75,51% em relacdo a populacéo inicial (7,76
Log de UFC/mL). Na temperatura ambiente, no entanto, a viabilidade aos 120 dias, foi de
32,60% (Figura 4B).

A utilizacdo de crioprotetores é uma técnica adotada a fim de melhorar a viabilidade
de leveduras e bactérias durante processos de secagem como a liofilizacdo (Silva et al., 2025).
De acordo com Ge et al. (2024), embora a liofilizacdo a vacuo seja capaz de preservar a
estrutura natural das células microbianas, a formacdo de cristais de gelo durante o processo
pode impactar a integridade celular, o que pode causar a morte do microrganismo. Diferentes
substancias tém sido utilizadas como crioprotetores. O leite possui proteinas, lactose, sais
minerais e vitaminas, e tem sido utilizado como agente crioprotetor, atuando contra a
formacdo de cristais de gelo e oxigénio (Chen et al., 2023; Ge et al., 2024). Essas
caracteristicas se devem, principalmente, a proteina do soro, que imobiliza as enzimas
liofilizadas, e a lactose que previne contra os danos, estabilizando os componentes da
membrana celular (Chen et al., 2023). Portanto, os resultados encontrados no presente

trabalho sugerem que a utilizacéo do leite contribuiu para a maior viabilidade das cepas.

Bolla et al. (2011) e Ale et al. (2015) também demonstraram maior viabilidade das
leveduras isoladas de vinho e de kefir na temperatura de 4 °C em contraste com aquelas
armazenadas em temperatura ambiente (25 °C). Do mesmo modo, Guowei et al. (2019)
encontraram maiores constantes para inativacdo das leveduras quando as mesmas foram
liofilizadas e armazenadas a 4°C, enquanto aquelas armazenadas em temperatura ambiente

apresentaram menores constantes de inativacao.

Fredua-Agyeman et al. (2024) e Ge et al. (2024) avaliaram a influéncia de diferentes
crioprotetores, incluindo leite  desnatado, no processo de liofilizacdo de
Lactobacillus acidophilus nas temperaturas de 4 °C e 25 °C. Esses autores observaram maior
viabilidade quando o microrganismo foi mantido a 4 °C. Na temperatura ambiente, a

viabilidade manteve-se sem reducdo significativa apenas até os 14 dias. Segundo esses
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autores, a perda da viabilidade durante o armazenamento na temperatura ambiente pode ser
atribuida a fatores como atividade de agua e auséncia de componentes antioxidantes. Além
disso, foi demonstrado que a concentracdo do leite também influencia. Elevadas
concentragfes de leite desnatado (acima de 10%) podem aumentar a pressdo osmotica
ocasionando no extravasamento do conteudo celular, o que ndo foi observado no presente
trabalho. Esses resultados sugerem que a concentracdo do leite, apesar de ndo ter sido um
atributo analisado, foi ideal para a andlise. Portanto, a permanéncia da viabilidade das cepas
de K. lactis B10 e T. delbrueckii B14, observadas durante o condicionamento de longo prazo

contribuiu para as mesmas serem candidatas a futuras aplicacdes na inddstria de probidticos.

3.5 Avaliacdo da viabilidade das leveduras liofilizadas apds a passagem pelo TGl

simulado

A resisténcia a componentes do sistema gastrointestinal como pepsina, pancreatina,
lisozima e sais biliares em temperaturas fisiolégicas € uma das caracteristicas mais
importantes para caracterizar um microrganismo como probidtico, pois permite que ele resista
a passagem pelo trato gastrointestinal humano (Li et al., 2021). De acordo com Chou &
Weimer (1999), o principal estresse que precisa ser tolerado pelo microrganismo comega no
estomago devido ao pH que pode chegar a 1,5. Ap0s isso, 0 microrganismo alcanca a primeira
porcdo do intestino onde precisa tolerar a bile. No entanto, esta apresenta concentracdo
variavel e dificil de prever. Alguns trabalhos mais recentes, no entanto, ja relatam uma faixa
de bile que varia entre 0,3 a 0,6% (Helmy et al., 2021). S6 apds percorrer esse caminho, o
microrganismo coloniza o intestino inferior. Para isso, 0 microrganismo precisa tolerar acidos,
sais biliares e ser capaz de fixar-se no epitélio intestinal. No presente trabalho, K. lactis B10 e
T. delbrueckii B14 apresentaram alta viabilidade quando submetidas ao pH 3,0. Foram
observadas populacBes de K. lactis B10 de 7,95 Log de UFC/mL no tempo 0 e, ap6s 90
minutos de exposicdo as condigdes estomacais simuladas, a populagdo foi de 7,79 Log de
UFC/mL, representando uma sobrevivéncia de 97,98%. Aos 270 minutos, que corresponde ao
tempo necessario para a passagem do microrganismo pelo trato intestinal superior, a
populacéo de 7,68 Log de UFC/mL correspondeu a taxa de sobrevivéncia de 96,72%. Para T.
delbrueckii B14 os resultados foram semelhantes, aos 90 minutos a sobrevivéncia foi de
99,76% e aos 270 minutos de 97,75 % das células em relacdo ao tempo O (de 8,46 Log de
UFC/mL) (Figura 5).

Figura 5: Sobrevivéncia das leveduras Kluyveromyces lactis B10 e Torulaspora delbrueckii
B14 durante a passagem pelo TGI simulado.
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Legenda: Sobrevivéncia das leveduras Kluyveromyces lactis B10 e Torulaspora delbrueckii B14 em
Log/mL (meédia £ desvio padrdo experimental) ao longo do tempo nas condigdes simuladas do trato
gastrointestinal. Letras iguais significam auséncia de diferenca significativa de acordo com o teste
Scott Knott a 0,05% de significancia.

Fonte: Do autor (2025).

Além disso, alguns trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa ja
descreveram a capacidade de K. lactis B10 e T. delbrueckii B14 de co-agregacdo com
patdgenos como Salmonella Typhimurium, auto agregacdo, hidrofobicidade, antagonismo
contra bactérias patogénicas e resisténcia a antibioticos, o que demonstra que esses
microrganismos possuem potencial para utilizacdo como probidticos (Andrade et al., 2019;
Andrade et al., 2021).

Assim como no presente trabalho, Li et al. (2021) e Diguta et al. (2023) também
avaliaram a sobrevivéncia de cepas de leveduras incluindo K. lactis e T. delbrueckii e
encontraram taxas de aproximadamente 85% e 99% de sobrevivéncia. Bitew et al. (2024)
também avaliaram a sobrevivéncia de 11 isolados de leveduras a condicGes intestinais
simuladas. Esses autores, no entanto, demonstraram que nenhum dos isolados foi capaz de
sobreviver ao pH 1,5 embora a sobrevivéncia de alguns em pH 2,0 tenha sido significativa

(62,5%). Esses resultados estdo em discordancia com os encontrados por outros autores que
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demonstraram a tolerancia de algumas espécies de leveduras (Diguta et al., 2023) ao pH 1,5.
Segundo Bitew et al. (2024), essas diferencas podem ocorrer devido as variaces entre as
linhagens, fontes de isolamento, contelido da parede celular, conteudo lipidico, assim como

genes de resisténcia a acidez.

A sobrevivéncia dessas leveduras em pH baixo, apresentadas nas condi¢Ges simuladas,
pode ser justificada devido a sua adaptacéo ao queijo Canastra, do qual foram isoladas, aliada
a um substrato naturalmente acido devido a coexisténcia com bactérias lacticas, como visto
nos trabalhos de Andrade et al. (2017) e Andrade et al. (2019).

3.6 Analise protedbmica

De acordo com a andlise estatistica, 511 proteinas foram expressas diferencialmente
(p<0,05) para as duas leveduras, sendo 141 referentes a levedura K. lactis B10 e 370
referentes a T. delbrueckii B14. As proteinas nos geéis foram avaliadas comparando os trés
tempos entre si, TO x T90, TO x T270, T90 x 270, que correspondem ao tempo antes da
exposicdo as condigdes gastrointestinais (T0), ap6s a exposicdo as condi¢bes estomacais
(T90) e apbs a passagem completa pelo trato gastrointestinal (T270). A Figura 6 ilustra os
perfis tipicos de proteinas encontrados para as duas leveduras estudadas.

Figura 6: Imagens de gel 2DE para perfil de expressdo das proteinas de K. lactis B10 e T.
delbrueckii B14 expressas sob condi¢des gastrointestinais simuladas.



94

3/ z D gy o  RE " ' »
¥ A - B 4 .- C
f -
y -
" v -
"+ o
o = 4 4 - -
: | ? - o '
< % .
e % | , ’
e e ey v
- . e -
o R —
Coony § 9% n ‘ . .
\ D s . s . )
2o . Tedes * ¢
. - T | i) e
Bt o | ¥ o :
-~ e ,\’\o "~
i = s 1 e
L= - ...w.
® : - . -
~<igip— - ‘_.-_‘_— - %_ =
T A s e
D E F
- v
.
. | P
! ‘ v .
-
Pt %
) S :
2
' "l 0 b g -
. W/ e
e .l, it 5% » v \ .
e
ey e o  iada W - «
- E . T . v
- S— m— U Ta— -

Legenda: Em A: Proteoma de K. lactis B10 no TO, B: Proteoma de K. lactis B10 no T90, C:
Proteoma de K. lactis B10 no TF, D: Proteoma de T. delbrueckii B14 no TO, E: Proteoma de T.
delbrueckii B14 no T90, F: Proteoma de T. delbrueckii B14 no TF.

Fonte: Do autor (2025).

Com relacdo a levedura K. lactis B14, quando comparados os tempos TO e T90,
constatou-se que 23 proteinas foram encontradas em ambos 0s tempos, enquanto 25 proteinas
foram encontradas no TO e 4 foram encontradas somente ao final do TGI simulado (T90).
Quando comparados os tempos TO e TF, foram encontradas 16 proteinas em comum, 74
apenas no TO e nenhuma proteina foi observada ap6s a passam completa pelo TGI (TF).

Nenhuma proteina em comum foi encontrada ao comparar os tempos T90 e TF (Tabela 1).

Ao analisar o proteoma da levedura T. delbrueckii B14, foram encontradas 9 proteinas
em comum nos tempos TO e T90, 73 proteinas apenas no TO e 24 proteinas apenas no T90.
Ao comparar os tempos TO e TF, haviam 23 proteinas em comum em ambos os tempos, 83

somente no TO e 48 proteinas somente no TF. Quando comparados
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Tabela 1. Proteinas em K. lactis B10 e T. delbrueckii B14, expressas sob condi¢gdes de estresse gastrointestinal, com seus codigos de
identificacdo e suas respectivas funcgdes.

Kluyveromyces lactis TO=TF

Torulaspora delbrueckii TO =TF

Identification

Homologous Protein

Function

Identification

Homologous Protein

Function

Phosphopyruvate hydratase

Carbohydrate metabolism

Pyruvate decarboxylase

Carbohydrate metabolism

25 54
13 Pyruvate kinase Carbohyd_rate 65 Inorganic Pyrophosphatase Hydrolase
metabolism
% Phosphopyruvate hydratase Carbohyd_rate 15 Glucan 1,3 beta glucosidase Carbohydrate metabolism
metabolism
Glyceraldehyde 3-phosphate Carbohydrate . Hydrolase
3 dehydrogenase etabolism 40 Adenosylhomocysteinase
Aglutinin-like protein n- Cell wall Carbohydrate metabolism
14 terminal domain contain surface 11 Phosphoglycerate mutase
protein glycoprotein
; ; Control of Mycotoxin biosynthesis
7 Superoxidase dismutase oxidative shress 33 Hybrid PKS-NRPS synthetase
Peptidy_l-propyl cis trans Peptide 59 Heat shock protein 70 OS Stress response
9 isomerase metabolism
s-adenosylmethionine Amino acid 66 Phosphopyruvate hydratase Carbohydrate metabolism
29 synthase metabolism
Heat Shock protein SSC1, Transport 3 Heat shock protein 70 OS Stress response
27 mitochondrial P
Unidentified protein 79 NADP-dependent oxidoreductase Oxidoreductase
22 domain containing protein
Cvioch bcl | Electron Carbohydrate metabolism
ytochrome b-c1 complex transfer
15 subunit 2 mitochondrial (cellular 9 Phosphoglycerate mutase

respiration)



https://www.uniprot.org/keywords/KW-0378
https://www.uniprot.org/keywords/KW-0378
https://www.uniprot.org/keywords/KW-0560

Oxidoreductase

Carbohydrate metabolism

23 NADH: flavin 37 Phosphoglicerate kinase
oxidoreductase
NADH: flavin Oxidoreductase 12 Uncharacterized protein
0 oxidoreductase
Peptidase A1 domain Protein 2 Non-chaperonin molecular Protein metabolism
6 containing protein metabolism chaperone ATPase
Uncharacterized protein 44 6-Phosphogluconate Oxidoreductase
18 dehydrogenase, decarboxylating
” Uncharacterized protein 76 S- adenosylmethionine synthase Transferase
91 Phosphopyruvate hydratase Carbohydrate metabolism
67 Glyceraldehyde-3-phosphate Carbohydrate metabolism
dehydrogenase
60 Heat shock protein 70 OS Stress response
6 Cytochrome P450 monooxigenase Oxidoreductase
ACLC
52 Pyruvate kinase Carbohydrate metabolism
22 NAD-dependent epimerase Oxidoreductase
21 Hybrid PKS-NRPS synthetase | MYCotoxin biosynthesis
26

Kluyveromyces lactis TO = T90

Torulaspora delbrueckii TO =T90

Identification

Homologous Protein

Function

Identification

Homologous Protein

Function



https://www.uniprot.org/keywords/KW-0808

5-
methyltetrahydropteroyltrigl

Amino acid metabolism

PPM-type phosphatase domain

Hydrolase/Protein
phosphatase

53 utamate -homocysteine S- 74 containing protein
methyltransferase
. . Carbohydrate . Mycotoxin biosynthesis
24 Triosephosphate isomerase metabolism 78 Hybrid PKS-NRPS synthetase
: Carbohydrate Glyceraldehyde 3 phosphate Carbohydrate metabolism
L-xilulose reductase 13
2 metabolism dehydrogenase
SHSP domain-containing . - . [Trafficking and modification
46 protein Stress response » SH3 domain containing protein of clathrin-coated vesicles
. . Carbohydrate NADP-dependent oxidoreductase oxidoreductase
Triosephosphate isomerase . 36 . L ;
84 metabolism domain containing protein
Glucqse 6 phosphate Carbohyd_rate 24 alcohol dehydrogenase Oxidoreductase
20 isomerase metabolism
Peptida_se_Al domgin- Peptide 40 _ )
4 containing protein . uncharacterized protein
metabolism
Peptidase S8/S53 domain- Pentid Glyceraldehyde 3 phosphate Carbohydrate metabolism
o7 . ptide 26
58 containing protein . dehydrogenase
metabolism
Carbohydrate metabolism
63 Phosphopyruvate hydratase 21 unidentified protein
Glyceraldehyde-3-phosphate Carbohydrate
59 dehydrogenase metabolism
76 Heat shock protein 70 Stress response
68 uncharacterized protein
Hybrid PKS NRPS Mycotoxin
95 . .
biosynthesis
75 Triosephosphate isomerase Carbohydrate

metabolism
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https://www.uniprot.org/keywords/KW-0904
https://www.uniprot.org/keywords/KW-0904

62 uncharacterized protein
11 glucan 1,3 betaglucosidase Carbohyd_rate
metabolism
81 DNA topoisomerase DNA
replication
. Catalyzes
86 Carboxylic ester hydrolase hydrolysis
reactions
Glucose 6 phosphate Carbohydrate
178 isomerase metabolism
17 Glucose 6 phosphate Carbohyd_rate
isomerase metabolism
In : hosph Hydrolase
65 organic pyrophosphatase
- Protein
Carboxypeptidase
18 ypep metabolism
60 Unidentified protein
Kluyveromyces lactis T90 = TF Torulaspora delbrueckii T90 =TF
Identifi . - Identification : .
cation Homologous Protein Function Homologous Protein Function
13 Heat shock protein Stress response
39 Phosphopyruvate hydratase Carbohydrate metabolism
21 Glucan 1,3 beta glucosidase Carbohydrate metabolism
47 Glucose 6 phosphate isomerase Carbohydrate metabolism
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Phosphopyruvate hydratase

Carbohydrate metabolism

72

Pyruvate decarboxylase

Carbohydrate metabolism

NAD(p) h-hydrate epimerase

Repair

67

Unidentified protein

71

Pyruvate decarboxylase

Carbohydrate metabolism

Triosephosphate isomerase

Carbohydrate metabolism

No function described

4 Protein HRI1

44 alcohol dehydrogenase Oxidoreductase

45 Pyruvate decarboxylase Carbohydrate metabolism
29 Heat shock protein Stress response

57 Transketolase Transferase

31 Heat shock protein Stress response

Fonte: Do autor (2025)
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os tempos T90 e TF, foram encontradas 16 proteinas em comum, 33 somente no T90 e
56 proteinas somente no TF.

Dentro desse contexto, pode-se verificar que durante a passagem das leveduras
pelo TGI, algumas proteinas se mantiveram estaveis sendo encontradas em todos 0s
tempos de avaliacdo, demonstrando que estas proteinas sdo relevantes no contexto da
capacidade das leveduras de resistir as condi¢fes adversas mantendo as células viaveis
durante toda a simulacdo. De modo geral, as leveduras K. lactis B10 e T. delbrueckii
B14 apresentaram um proteoma bastante similar, demonstrando que as proteinas
relacionadas a resposta ao estresse gastrointestinal sdo conservadas mesmo em espécies
distintas. A expressdo de proteinas no inicio da passagem pelo TGI (T0), ao final de 90
(T90) e 270 (TF) minutos, que correspondem aos tempos necessarios para O
microrganismo atravessar todo o contetdo estomacal e intestinal, indica que essas
proteinas apresentam importancia na geracao de respostas ao estresse, uma vez que a
expressao continua de proteinas representa gasto metabdlico para a célula microbiana, o
que ndo é vantajoso a ndo ser que sua funcdo seja necessaria. Portanto, as proteinas
expressas nessas condigcOes representam e podem elucidar mecanismos envolvidos na
resposta ao estresse gastrointestinal. Conforme apresentado na Tabela 1, as leveduras K.
lactis B10 e T. delbrueckii B14 respondem ao estresse acido e biliar através do aumento
na expressao de proteinas de choque térmico (HSPs), chaperonas moleculares
(chaperona molecular ndo chaperonina ATPase), peptidases (carboxipeptidase, proteina
contendo dominio peptidase Al e proteina contendo dominio peptidase S8/S53)
oxidoredutases (alcool desidrogenase, NADH: flavina oxidorredutase), proteinas do
metabolismo da glicose (gliceraldeido-3-fosfato, glicose-6-fosfato, piruvato quinase,
piruvato descarboxilase, entre outras), proteinas do metabolismo de aminoéacidos (S-
adenosilmetionina sintase, S-metiltrasnferase), hidrolases (pirofosfatase inorganica,
adenosilhomocisteinase), transferéncia de elétrons (Subunidade 2 do complexo
citocromo mitocondrial), proteinas de superficie celular (proteina semelhante a
aglutinina contendo o dominio n-terminal), proteinas de transporte (proteina contendo o
dominio SH3), de replicacdo do DNA (DNA topoisomerase) e micotoxinas (PKS-
NRPS). De modo geral, K. lactis B10 apresentou maior diversidade de proteinas

enquanto T. delbrueckii B14 apresentou maior frequéncia das proteinas expressas.
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Para categorizar funcionalmente as proteinas, os IDs das proteinas identificadas
foram pesquisados no banco de dados UniProt, e as proteinas foram atribuidas a
diferentes fungdes celulares (Figura 7 e 8).
Figura 7: Categorizacdo funcional das proteinas de K. lactis B10 identificadas em

comum nos tempos TO=T90 e TO=TF como resposta as condigdes gastrointestinais
simuladas.

A Functional categorization of K. lactis B10 proteins T0=T90

Unidentified 4.35%
Uncharacterized

69%

8.
Catalyzes hydrolysis

reactions 4.35%
Mycotoxin

biosynthesis 4.35%

DNA replication _
4.35%

Carbohydrate
etabolism 43.48 %

Hydrolase 4.35 %

Protein metabolism

4.35%
Amino acid Stress response
metabolism 4.35 % 8.69%
B Functional categorization of K. lactis B10 proteins TO=TF

Unidentified 6.25
Uncharacterized

12.5%

Carbohydrate
metabolism 25 %

Electron transfer

6.25%
Transport protein ell surface protein
6.25% 6.25%
Amino acid Oxidative stress

metabolism 6.25 % control 6.25 %

Peptide metabolism

6.25% [
Protein metabolism

6.25%

Legenda: Categorizacdo funcional das proteinas de K. lactis B10 identificadas sob estresse
causado pela passagem pelo TGI. Em A: proteinas similares encontradas no tempo 0 e no tempo
final; Em B: proteinas similares encontradas ap6s 90 minutos e no tempo final, ap6s passagem
completa pelo TGI.
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Fonte: Do autor (2025).

Figura 8: Categorizacdo funcional das proteinas de T. delbrueckii B14 identificadas em
comum nos tempos TO0=T90, TO=TF e T90=TF como resposta as condi¢Oes

gastrointestinais simuladas.

A Functional categorization of T. delbrueckii B14 proteins T0=90

Unidentified
protein11.11% Carbohydrate
metabolism 22.22 %

Uncharacterized
protein11.11%

Vesicle
trafficking and
modification

11.11% Oxidoreductase
22.22%
Hydrolase 11.11%
B Functional categorization of T. delbrueckiiB14 proteins TO=TF
Uncharacterized
Unidentified 4.16%  4.16%
Protein metabolism |
4.
Transferase 4.16%
Carbohydrate

Mycotoxin metabolism 37.5 %

biosynthesis 8.33

Oxidoreductase
16.66 %

Stress response

12.5%
c Functional categorization of T. delbrueckiiB14 proteins T90=TF
No function
Unidentified described 6.25%

protein 6.25%
Oxidoreductase
6.25%

Repair 6.25%

Carbohydrate

Stressresponse metabolism 50 %

18.75%

Legenda: Categorizacdo funcional das proteinas de T. delbrueckii B14 identificadas sob
estresse causado pela passagem pelo TGI. Em A: proteinas similares encontradas no tempo 0 e
no tempo final; Em B: proteinas similares encontradas no tempo 0 e apds 90 minutos de
exposicao as condicBes gastrointestinais simuladas; Em C: proteinas similares encontradas ap6s

90 minutos e ao final da passagem pelo TGI.
Fonte: Do autor (2025)
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A sobrevivéncia de leveduras a condi¢bes de estresse do TGl é um dos
principais desafios para a selecdo de novas linhagens probioticas. O conhecimento de
mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia ao TGI pode levar a pesquisas com o
objetivo de aumentar a frequéncia de expressdo de genes favordveis em leveduras,
através da engenharia genética, para serem futuramente comercializadas. Segundo
Bustos et al. (2015), proteinas relacionadas com a resposta geral ao estresse sdo
altamente conservadas em microrganismos. Essas proteinas, geralmente desempenham
fungdes relacionadas a maturacdo de novas proteinas bem como o redobramento ou
degradacéo de proteinas desnaturadas e no reparo de DNA. No presente estudo, algumas
proteinas de resposta ao estresse, como Heat Shock Protein (HSPs), foram encontradas
antes e ap0s a passagem completa pelo TGI simulado de ambas as leveduras, com maior
abundancia sendo observada na levedura T. delbrueckii B14 (Tabela 1). Além dessas,
foi observada a presenca de uma chaperona na levedura T. delbrueckii B14 antes e apds
a passagem completa pelo TGIl. As HSPs tém como principal funcdo a protecdo da
célula em situacOes de estresse que possa ocasionar desnaturacao proteica, 0 que esta de
acordo com o presente trabalho onde as leveduras foram submetidas a condicdes de
baixo pH, um fator que pode ocasionar a desnaturacdo de proteinas microbianas

(Morales-Amparano et al., 2019).

Em condicBes normais e de estresse, as proteinas com funcdo de chaperonas
regulam o dobramento de substratos e protegem a célula dos danos causados pela baixa
temperatura (Baig et al., 2022). No entanto, ja foi demonstrado que essas proteinas
também podem ser reguladas positivamente durante a exposi¢ao ao estresse associado a
concentracdes elevadas de NaCl, &cidos ou bile em algumas espécies de Lactobacillus
(Chen et al., 2017). E comum que essas proteinas estejam envolvidas na hidrolise do
ATP, gerando energia para a estabilizacdo de outras proteinas essenciais a célula
(Goloubinoff et al.,2018).

Assim como no presente trabalho, Alcantara et al. (2012) também encontraram e
correlacionaram as chaperonas ao estresse apos exposicéo de Lactobacillus a bile. Esses
resultados estdo de acordo com o presente estudo em gque mesmo no tempo final de
analise (apds serem submetidas aos acidos biliares), as leveduras apresentaram proteinas

relacionadas ao estresse.

Enzimas relacionadas com o metabolismo de proteinas foram, principalmente,

observadas em K lactis B10 ao longo de toda a passagem pelo TGI (Tabela 1). As
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enzimas: Proteina contendo dominio peptidase (4 e 6), Carboxipeptidase (18) e a
Proteina contendo dominio peptidase S8/S53 (58), estdo envolvidas principalmente na
degradacdo de proteinas intracelulares. Enquanto a proteina Peptidil-prolil cis trans
isomerase (9) estd envolvida em processos de dobramento pds traducdo (Tabela 1). A
presenca de proteases tem sido associada a adaptacdo ao estresse ocasionado pelo acido
ou bile. Em seu trabalho, Na et al. (2014) observaram a regulacdo positiva na
transcricdo de genes com funcdo de protedlise. Segundo esses autores, esses genes
foram altamente transcritos sob condicOes de estresse biliar ocasionando a degradagéo

de proteinas danificadas bem como sua reutilizacéo.

Foi observada uma proteina relacionada com a sintese de aminoacidos ao longo
de toda a exposicdo ao TGI pela levedura K. lactis B10, a adenosilmetionina sintetase,
que ja foi descrita anteriormente por Lee et al. (2008). De acordo com esses autores essa
proteina esta envolvida entre outras fungdes, com a sintese de poliamina e processos de
metilagdo. As poliaminas atuam como reguladores de crescimento, estabilizam
estruturas ribossémicas, controlam a traducdo e promovem a estabilidade da membrana.
Dessa forma um microrganismo exposto a condi¢fes como a presenca de bile pode
expressar determinadas proteinas a fim de conferir maior estabilidade aos componentes
celulares. Segundo Budin-Verneuil et al. (2005), a presenca de proteinas relacionadas
com a sintese de aminoacidos durante a passagem pelo TGl pode refletir uma limitacdo
da célula em absorver aminoacidos devido a inativacdo dos sistemas de transporte
devido ao pH &cido. Além disso, a sintese de aminoacidos pode estar relacionada com a
regulacdo do pH intracelular e pode atuar como um crioprotetor, o que poderia explicar
a presenca dessa enzima antes da exposi¢cdo ao TGI concomitante ao processo de
liofilizacdo (Liu et al., 2021).

Oxidoredutases foram encontradas, principalmente, no inicio e ao final da
passagem completa pelo TGI de ambas as leveduras. No entanto, também foi observada
aos 90 minutos com menor abundancia. Segundo Wang et al. (2020), a exposicéo a bile
ou pH &cidos podem causar a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) o que
interfere na maquinaria celular podendo causar danos irreversiveis. Para isso, algumas
proteinas com funcdo de neutralizacdo desses radicais livres podem ser recrutadas. De
acordo com esses autores, residuos de metionina em proteinas séo facilmente oxidados
por diversas espécies reativas formando metionina sulféxido, que pode ser reduzido de

volta a metionina por algumas oxidoredutases. No caso das oxidoredutases dependentes
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de NAD encontradas no presente trabalho, sua fungdo estd mais intimamente
relacionada ao processo de geracdo de energia necessario para desempenhar funcoes de

homeostase celular sob condicGes de estresse (Ali et al., 2020).

A transferéncia de elétrons, outro processo relacionado com a produgdo de
energia, foi indiretamente observada através da presenca da proteina: complexo
citocromo b-c1 subunidade 2 mitocondrial durante toda a passagem da levedura K.
lactis B10 pelo TGI. A transferéncia de elétrons estd associada a manutencdo do
gradiente de prétons que evita que o pH intracelular seja afetado sob as condic¢des de
acidez ou bile presente no meio, o que explica o aparecimento dessas proteinas ao longo

de toda a simulacdo (Koskenniemi et al., 2011).

As proteinas relacionadas com o metabolismo de carboidratos foram observadas
ao longo de toda a passagem pelo TGl em ambas as leveduras. As principais func¢oes
das proteinas identificadas estdo relacionadas ao catabolismo da glicose. Apenas uma
enzima, a fosfopiruvato hidratase, catalisa uma reacdo reversivel estando associada,
portanto, ao catabolismo e ao anabolismo. Foi possivel observar que a T. delbrueckii
B14 apresentou maior diversidade de enzimas glicoliticas, com trés enzimas sendo
identificadas apenas nessa levedura (piruvato descarboxilase, fosfoglicerato mutase e
fosfoglicerato quinase). Por outro lado, apenas a K. lactis B10 foi capaz de produzir a
enzima L-xilulose redutase, o que pode refletir a tentativa de diversificacdo da fonte de
carbono para ampliar a producdo de energia (Budin-Verneuil et al., 2005). An et al.
(2014) e Wang et al. (2020), demonstraram, através de suas pesquisas, que durante o
estresse ocasionado pela exposicdo a bile, houve um aumento no estimulo ao
catabolismo de carboidratos. Além disso, esses autores demonstraram a regulacdo
positiva e a transcricdo de genes relacionados a producdo de enzimas que catalisam a
interconversdo de xilose e xilulose, através da qual esses substratos entram na via

glicolitica.

A regulacdo positiva para producdo das enzimas associadas a via glicolitica é
essencial para a producdo de intermediarios ricos em energia como 0 ATP e o NADH,
fornecendo o aparato necessario para a sobrevivéncia do microrganismo sob o estresse
do TGl, fator critico para a manutencdo das funcGes celulares (Chen et al., 2017; Lau et
al., 2025).
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Em K. lactis B10 foi observada a presenca de uma glicoproteina de superficie
celular durante toda a passagem pelo TGI. Essa proteina € conhecida por promover a
adesdo da célula fangica ao hospedeiro, 0 que pode ser vantajoso dependendo do
microrganismo em que essa proteina é identificada (Oh et al., 2019; Donohue et al.,
2011). No caso de K. lactis B10, diversas pesquisas ja demonstraram seu potencial de
adesdo e colonizagdo ao epitélio do hospedeiro (Andrade et al., 2017; Andrade et al.,
2019; Andrade et al., 2021). Proteinas anadlogas foram identificadas no estudo
conduzido por Xu et al. (2021). Esses autores concluiram que em condicdes do estresse,
ocasionado pela passagem através do TGI, Lactobacillus reuteri SH23 utiliza o sistema
ABC para transportar as proteinas slpA, o que promoveu o aumento da labilidade e
capacidade de adesdo. Portanto, a identificacdo da aglutinina de superficie celular, no
presente trabalho, fornece um insight sobre um dos mecanismos utilizados por essa

levedura para aderir ao epitélio intestinal e exercer efeitos probioticos.

Enzimas relacionadas com a replicacdo ou transcricdo sdo frequentemente
identificadas em pesquisas de exposicéo de diversos microrganismos ao TGI. A enzima
topoisomerase foi observada em K. lactis B10 no inicio e aos 90 minutos ap6s a
exposicdo ao TGI. No entanto essa proteina ndo foi observada na levedura T.
delbrueckii B14. Essa enzima estd fortemente associada a replicacdo de DNA,
transcricdo, recombinacao e reparo, uma vez que apresenta funcdo de relaxamento da
fita de DNA dando lugar a acdo de outras enzimas envolvidas nesse processo (Jaswall et
al., 2020). Os nossos resultados foram consistentes com as observacfes feitas por
Jaswall et al. (2020), uma vez que sob as condicBes de estresse acido em que as células

foram submetidas, enzimas que estabilizam e facilitam o reparo do DNA séo essenciais.

A proteina NAD(P) H-hydrate epimerase, observada em T. delbrueckii B10, €
uma proteina responsavel pelo reparo de hidratos de NAD (P) H (Niehaus et al., 2018).
Lee et al. (2008) observaram que a bile é capaz de causar danos oxidativos ao DNA e
outras moléculas. A presenca dessa proteina aos 90 minutos e ao final da passagem pelo
TGI coincide com o tempo em que 0 microrganismo foi exposto a bile, sugerindo que
moléculas de NAD(P) H também podem ter sido afetadas pela bile e reflete uma
tentativa de reparo dessa molécula (Tabela 1).

Entre as proteinas de transporte, a proteina SScl responsavel pelo transporte,
dependente de ATP, de cadeias polipeptidicas pelas membranas mitocondriais foi

observada antes e ao final da passagem pelo TGl em K. lactis B10. O transporte de
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peptideos celular esta diretamente relacionado com a manutencdo da sobrevivéncia,
uma vez que muitas cadeias de peptideos estdo relacionadas estrutural ou
funcionalmente com processos metabdlicos celulares (Liu et al., 2021). Beach et al.
(2015) demonstraram alteracdes na expressao de proteinas de membrana mitocondriais
na presenca de &cidos biliares. Schmidt et al. (2001), relataram ainda a funcdo de
chaperona a essa proteina, o que estd de acordo com a resposta esperada sob as
condicbes em que as leveduras foram estavam expostas, conforme descrito

anteriormente.

As superoxido dismutases sao outros grupos de proteinas que estdo relacionadas
com a protecdo contra o estresse celular. Essas proteinas foram observadas durante todo
o trajeto as condicBGes simuladas do TGl em K. lactis B10 e T. delbrueckii B14.
Moralez-Amparano et al. (2019), encontraram superdxido dismutases ao extrair o
proteoma de Saccharomyces cerevisiae ap6s exposi¢do pelo TGI. O estresse oxidativo
pode resultar da escassez de nutrientes, hipoxia, entre outros. As superdxido redutases
por sua vez, mantém o equilibro da célula através da quebra de espécies reativas de
oxigénio em &gua e perdxido de hidrogénio. Portanto, a identificagdo dessas proteinas
nas duas leveduras durante toda a simulacdo indica que as células sofreram estresse
oxidativo intenso associado a exposicéo a acidez estomacal e aos sais biliares (Moralez-

Amparano et al., 2019).

Alguns trabalhos correlacionam a presenca de hidrolases a compostos toxicos
oriundos da exposicdo a bile, como mecanismo de desconjugacdo da bile e, portanto,
desintoxicacado da célula (Koskenniemi et al., 2011). No entanto, as hidrolases
encontradas nas leveduras K lactis B10 e T. delbrueckii B14 parecem estar mais
associadas a outras fungdes, uma vez que nenhum trabalho encontrado atribuiu essa
funcdo as proteinas descritas. A pirofosfatase inorganica esta relacionada ao
metabolismo do fosfato e ao metabolismo lipidico enquanto a Adenosil-homocisteinase
estd relacionada a biossintese de nucleosideos e de aminoacidos. Ambos 0s processos
estdo positivamente relacionados a degradacdo da bile e adaptacdo ao baixo pH

extracelular (Dourado et al., 2023).

Né&o foram encontrados trabalhos que correlacionassem a presenca de proteinas
direcionadas a biossintese de micotoxinas com a tolerancia ao estresse ambiental por
leveduras ou bactérias. Portanto, novos estudos sdo necessarios para elucidar a funcao

dessas proteinas, observadas em T. delbruecki B14.
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4.0 CONCLUSAO

Os testes de seguranca mostraram que as leveduras sdo seguras para serem
utilizadas na industria de alimentos. Além disso, sua tolerncia & baixa atividade de
agua e congelamento, necessarios ao processo de liofilizacdo, é uma caracteristica
positiva para serem futuramente comercializadas. A sobrevivéncia, com elevada
viabilidade, ao final da exposicdo ao TGI, sugere mecanismos que puderam ser
identificados pela analise protebmica, como a presenca de proteinas de tolerancia ao
congelamento, metabolismo de lipideos, aminoacidos, carboidratos e peptideos. Além
disso, proteinas relacionadas com a manutencdo do pH interno e proteinas de adeséo,
puderam fornecer insights sobre os mecanismos utilizados por K. lactis B10 e T.
delbrueckii B14 para o desempenho de fungdes probidticas, ja documentadas, no

hospedeiro.
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