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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os aspectos tecnolégicos de bactérias
acido laticas isoladas a partir de queijo de coalho artesanal para o
desenvolvimento de um fermento. Sendo assim, foi realizado isolamento,
identificacdo classica, capacidade acidificante (pH e producdo de acido latico),
proteolitica e antagonista de bactérias acido-laticas. Os resultados obtidos
mostraram que a populagdo bacteriana encontrada foi composta em sua
maioria por cocos, com presenca dos géneros Lactococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, e Streptococcus, além dos Lactobacillus, numa proporgao
aproximada de 1:3,5:13:2:1,5. Foram observadas bactérias classificadas como
rapidas e lentas acidificantes, sendo esse equilibrio importante para a
formulagdo de um novo fermento. Em relagdo a capacidade proteolitica, no
teste qualitativo de produgdo de proteases, poucas apresentaram halos,
entretanto, todas produziram enzimas proteoliticas extracelulares, com pico
de producio entre 24 e 48h de cultivo, chegando até 11,71 U/mL de atividade
total. Um total de 42,2% das bactérias avaliadas apresentou atividade
antagonista frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus
aureus. Pode-se, entdo, concluir que as bactérias acido laticas isoladas a partir
dos queijos de coalho artesanais possuem caracteristicas importantes para a
industria de produtos lacteos na utilizagdo como culturas starters.

Palavras-chave: Capacidade acidificante. Protease extracelular. Atividade
antimicrobiana.
ABSTRACT

Our study aimed to evaluate technological aspects of lactic acid bacteria
isolated from artisan coalho cheese, for obtaining a new starter culture. For
this purpose, different bacterial genera were isolated, identified and
determined as their acidifying capacity (pH and lactic acid), antagonist activity
and proteolytic activity. The results showed that the bacterial population
consisted mostly of cocci, among which are Lactococcus, Leuconostoc,
Enterococcus and Streptococcus, in addition to Lactobacillus in an approximate
ratio of 1:3.5:13:2:1.5, respectively. The microorganisms were classified as fast
and slow acidifying, an important balance to the formulation of a new starter
culture. Regarding the proteolytic capacity, the qualitative test for protease
production showed only few halos, although all extracellular extracts have
presented proteolytic enzymes with peaks of production (maximum of 11.71
U/mL) between 24 and 48 hours of cultivation. Around 42.2% of the analyzed
bacteria showed antagonistic activity against Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae and Staphylococcus aureus. Therefore, it is possible to assume
that the lactic acid bacteria isolated from artisan Coalho cheese have great
potential for the use in dairy industry as starter cultures.
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INTRODUGAO

O queijo de Coalho é produzido a partir de leite cru ou
pasteurizado e possui um elevado valor comercial, devido a
simples tecnologia aplicada, durante a sua fabricacdo, ao alto
rendimento e 3 boa aceitacdo por parte dos consumidores.®
Este alimento é fabricado principalmente no Nordeste do
Brasil: Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba,
tendo importancia consideravel na economia, apresentando
impacto direto na renda dos produtores de leite,
especialmente, aqueles que ndo tém acesso a plantas
industriais de processamento de leite.

A diversidade das bactérias acido laticas (BAL) é
considerada o fator principal do diferencial sensorial desses
produtos artesanais.> O aroma dos queijos obtidos pela
fermentacdo do leite cru é diretamente associado a raca, ao
tipo de nutricdo das fémeas, ao processo de fabricacdo
tradicional e a microbiota autdctone, que é responsavel pela
fermentacdo e maturacdo proprias da regido produtora,*
fornecendo, assim, caracteristicas diversificadas em locais
diferentes.

As BAL sdo empregadas na tecnologia de alimentos
por causa de sua contribuicdo no aroma, textura, valor nutrici-
onal e seguranca microbiolégica em alimentos fermentados,
além de serem produtoras de enzimas proteoliticas, exopo-
lissacarideos® e substancias antimicrobianas, como as
bacteriocinas e antibiéticos.®

Devido as suas propriedades metabdlicas, as BAL
apresentam significativo efeito inibitdrio sobre o crescimento
e a produgdo de toxinas de muitas outras espécies de
bactérias. Esta atividade antagbnica pode ser devido a
competicao por nutrientes, diminuicdo do potencial redutor,
redugdo do pH, devido a produgdo de cido lactico, produgao
de compostos inibidores, como peréxido de hidrogénio,
diéxido de carbono e diacetil ./

A produgdo de derivados lacteos no Brasil utiliza
culturas iniciadoras, comercializadas por empresas
estrangeiras, no entanto, o mercado brasileiro tem potencial
para isolamento de bactérias acido laticas de produtos
artesanais, como o queijo de Coalho. O uso destas culturas
fermentadoras de leite seria bastante Util na conducdo da
formulagdo de novos produtos com caracteristicas similares
ao produto de origem destas estirpes.® Assim, as BAL isoladas
do queijo de coalho podem fortalecer o desenvolvimento de
fermentos para a fabricacdo de derivados lacteos funcionais,
pois ja ha comprovacdes de antagonismo in vitro frente a
patdgenos alimentares desses microrganismos.

Inovagdes em alimentos lacteos tém apresentado
avangos no mercado, numa taxa mais alta que a de outros
produtos>® O isolamento e o conhecimento das
potencialidades tecnoldgicas de linhagens de BAL de nichos
ndo investigados podem ser vantajosos por revelar
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caracteristicas de linhagens com particularidades funcionais
interessantes.’! Sendo assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar aspectos tecnoldgicos de bactérias acido
laticas selvagens para a formulacdo de um fermento,
utilizando cepas isoladas de queijos de Coalho artesanais
produzidos em trés municipios da regido Agreste do Estado de
Pernambuco.

MATERIAL E METODOS
A) Isolamento das bactérias dcido Idticas do queijo de Coalho

Bactérias isoladas na temperatura de 302C e 37°C a
partir de trés Queijos de Coalho artesanais produzidos nos
municipios localizados dentro da Regido Agreste do Estado de
Pernambuco foram utilizadas neste estudo. Estes
microrganismos foram caracterizados, previamente, como
bactérias acido laticas por coloragdo de Gram e teste de
catalase. Aproximadamente 200 amostras fazem parte da
colecdo de bactérias acido laticas pertencentes ao Laboratdrio
de Tecnologia de Bioativos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Labtecbio-UFRPE), dessas 42 (trés com
morfologia de bastdo e 39 com morfologia de cocos) foram
aleatoriamente escolhidas, sendo 12 do queijo do municipio
de Venturosa, 14 do queijo do municipio de Arcoverde e 10do
gueijo do municipio de Capoeiras e reativadas com passagens
sucessivas em Leite Desnatado Reconstituido (LDR) a 12%
para a diferenciagdo nos principais géneros reconhecidos e
para a realizagdo de todos os experimentos propostos neste
trabalho.

B) Identificagdo das bactérias dcido Idticas isoladas do queijo
de Coalho

A diferenciacdo de género para as BAL com morfologia
de cocos (Lactococcus, Leuconostoc,  Streptococcus,
Enterococcus) foi efetuada com base nos testes de
crescimento dos isolados em caldo APT (Himedia, india) nas
seguintes condigbes: temperatura de 10 e 45°C, pH de 44, e
9,6, teor de NaCl 6,5% e produgdo de CO, a partir da glicose. As
BAL em formato de bastdo (Lactobacillus) foram submetidas
aos mesmos testes citados acima, no entanto foram
incubadas respectivamente por dois e a cinco dias. Para a
confirmacdo do género Streptococcus, foi realizado um teste
adicional com crescimento a 60°C.

C) Capacidade acidificante das bactérias dcido Idticas isoladas
do queijo de Coalho

Para avaliagdo da capacidade acidificante e alteracdo
de pH, foi utilizada a metodologia descrita por Franciosi et al.3
modificada; pela alteragdo nos tempos de avaliacdo do pH e
teor de 4cido latico (0, 3 e 24h). As bactérias foram reativadas
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como descrito acima, a seguir, foram crescidas por 18 horas
em caldo APT, centrifugadas a 10.192x por 10 minutos, lavadas
com agua peptonada estéril e inoculadas 1% (v/v) em 9 mLde
leite integral UHT, incubadas na mesma temperatura de
isolamento de 302C ou 372C. A taxa de acidificacdo foi medida
em pHmétro (HANNA HI 2221, Roménia) e calculada de
acordo com Ayad et al.2. As cepas foram classificadas em
rapidas, médias ou lentas, dependendo do tempo em que
ocorreu a diferenca de pH em 0,4U em relacdo ao valor inicial.
A temperatura de incubacdo foi a mesma utilizada na
reativacdo (302C ou 372C). Todas as andlises foram realizadas
em duplicata.

D) Atividade proteolitica das bactérias dcido Igticas isoladas do
queijo de Coalho

Para a determinacdo da atividade proteolitica
extracelular qualitativa, as bactérias foram semeadas em meio
solido composto por 1% (v/v) de leite desnatado e 1,5% de
agar, como descrito por Jones et al.,® sendo as temperaturas
de incubacdo modificadas, 302C ou 379C de acordo com a
temperatura de isolamento de cada bactéria, sendo
observada em intervalos de 24h durante trés dias. A atividade
proteolitica foi indicada como uma zona clara ao redor das
colbnias.

Para a determinacdo da atividade proteolitica
extracelular quantitativa, as bactérias foram reativadas, depois
inoculadas por mais 48h em meio MS-2. De acordo com Porto
etal.consiste em 0,1% (p/v) NH4Cl, 0,06% (p/v) MgS047H;0,
0,453% (p/v) K;HPO,, e 0,1 mL de solugdo mineral (1 mg/mL
FeS04-7H,0, 1 mg/mL MnCh4H,0, 1 mg/mL ZnSO,H,0 e 1
mg/mL CaCl), a concentracdo final de soja foi de 2%, a
maodificagdo deste meio foi a troca da glicose pela adi¢do de
1% de lactose. A seguir, as suspensdes bacterianas foram
padronizadas de acordo com a escala MacFarland para 10’
células/mL, sendo inoculadas em 20 mL do meio MS-2 e a
fermentagdo conduzida em Erlenmyers (125 mL). Aincubacdo
foi realizada na mesma temperatura de isolamento de cada
bactéria (30+ 22C ou 37+ 22C), sob agitacdo a 150 rpm por 48
horas, em agitador orbital. Decorrido o tempo de incubacdo, a
cultura foi centrifugada para obtencdo do sobrenadante livre
de célula para determinagdo quantitativa da atividade
proteasica extracelular.

A determinagdo da atividade proteasica foi realizada
segundo o0 método de Alencar et al.,™> em quel uma unidade
de atividade enzimatica foi definida como a mudanga de 0,01
de absorbancia a 420 nm por minuto.

E) Atividade antagonista das bactérias dcido Idticas isoladas do
queijo de Coalho
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A atividade antagonista foi realizada de acordo com
Guedes Neto et al.? com a utilizagdo de caldo MRS, para o
género Lactobacillus e caldo APT para os demais cultivos de
bactérias acido laticas e incubagdo em suas temperaturas
6timas (372C para Enterococos ou 302C para Lactococos),
durante 24 horas. As cepas de patdgenos de referéncia
utilizadas como controle forma: Staphylococcus aureus
ATCC6538, Escherichia coli ATCC25922 e Klebsiella pneumo-
nige ATCC29665, crescidas em caldo BHI (brain-heart-infusion)
a 37°C, durante 24 horas, sob aerobiose. Apds o crescimento
das BAL, 5L de cada cultivo, foram colocadas sobre um disco
de papel disposto na superficie de uma placa de Petri,
contendo Agar MRS ou Agar APT, em duplicata e incubadas
sob aerobiose em suas temperaturas 6timas, durante 48
horas. Apds esse periodo, as placas foram retiradas da estufa,
colocando-se nas suas tampas 1mL de cloroférmio, deixando-
o agir por 30 minutos em temperatura ambiente. A seguir,
foram colocados 3,5mL de Agar semissélido contendo as
bactérias controle. As placas contendo as cepas controle
foram incubadas a 372C, durante 24 horas, sob aerobiose. A
presenca de um halo de inibicdo, independente do didametro,
¢ indicativa do antagonismo.®

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os
resultados correspondem a média dos seus respectivos
valores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo bioquimica revelou a diversidade de
bactérias acido laticas presentes nos queijos artesanais, com
predominancia de cocos, sendo o género com maior nimero
de BAL encontrado neste estudo o género Enterococcus
(61,90%), seguido por Leuconostoc (16,60%), Streptococcus
(9,52), Lactobacillus (7,14%) e os Lactococcus que
representaram 4,72% das BAL isoladas.

Cocos também foram maioria nas pesquisas de
Carvalho et al.®® e Cavalcante et al.”, A diversidade de espécies
é relativa e depende, primeiramente, da natureza do material
isolado e dos diferentes critérios usados em cada estudo.

O género Enterococcus foi predominante dentre as
bactérias acido laticas isoladas, o que ocorreu também nos
estudos com queijo de Coalho produzido na Paraiba® e no
Ceara.’® Esse género tem sido frequentemente mencionado
como integrante da microbiota lictea de queijos no Brasil."”

Enterococcussp sdo conhecidos em queijos pela
produgdo de compostos voldteis (diacetil, acetaldeido e
acetoina) e pela producdo de enterocinas, que sdo
fragmentos peptidicos capazes de inibir o crescimento de
patdgenos microbianos.”® A alta adaptabilidade e resisténcia
desse género podem ser a justificativa para o seu
desenvolvimento em varios tipos de derivados lacteos® e por
prevalecerem principalmente em queijos artesanais.®
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Leuconostoc sp. também foram isolados por Freitas,®
em seu estudo sobre a microbiota lactea de leite cru, queijo de
Coalho e soro de leite produzidos na Paraiba. Este género na
producdo de derivados lacteos é utilizado como coadjuvante
na producdo de aromas.?

O género Streptococcus apresentou a terceira maior
propor¢do dentre as BAL dos queijos de Coalho artesanais
produzido em Pernambuco. A presenca desses
microrganismos também foi observada em queijos de Coalho
produzidos em outros estados do nordeste brasileiro.’5%

Os Lactobacillus se mostraram em pequena propor¢ao
(7,14%), isso provavelmente foi em decorréncia da forma de
isolamento realizada, sem a utilizacdo de anaerobiose. Os
nossos resultados foram diferentes do trabalho de Resende et
al.®?, quando estudou o queijo de minas artesanal da Serra da
Canastra, pois eles observaram que o género foi o mais
frequentemente isolado.

O género Lactococcus apresentou-se com 0 menor
percentual, esse género é conhecido pela producdo de acidos
organicos, além do acido latico e pela sua atividade
proteolitica, que contribue para a producdo de queijos, pois
colabora com o flavor caracteristico do produto.”® Nossos
resultados ndo corroboraram com os apresentados por
Guedes Neto et al.® que detectou grande incidéncia do
género em queijos artesanais, nem com os apresentados por
Ayad et al,? cujo género foi predominante entre as BAL
selvagens isoladas de produtos lacteos tradicionais do Egito.

Os resultados obtidos para caracterizar os isolados
selecionados em relagdo ao seu comportamento no leite sdo
mostrados na Tabela 1.

Os valores maximos de acido para todos os isolados
foram observados a 24h de andlise, tendo os Lactobacillus
alcancado os maiores valores entre 0,49% e 1,08% de acido
latico em 3h e 24h, respectivamente. Os menores valores de
acidez em 24h de andlise foram do género Streptococcus, com
0,55% de &cido latico, seguido pelo género Lactococcuscom
0,67% de acido latico, sendo assim, considerados como lentos
produtores de acido.

Tratando-se do género Streptococcus apresentou
rapida capacidade de acidificagdo, apenas durante as
primeiras 3h de analise, com valor médio de 0,48% de acido
latico, em 3h de acidificagdo. Esses resultados foram similares
aos obtidos por Badis et al.? quanto a capacidade de
acidificacdo observada pelo género Streptococcus. Estes
autores em seu estudo sobre a identificacdo e propriedades
tecnoldgicas de BAL isoladas de leite de cabra cru, de quatro
racas da Algeria, consideraram a maioria das BAL do género
Streptococcus como rapida produtora de acido, mas diferiram
dos nossos resultados quanto aos Lactococcus, que segundo
os autores, também foram considerados como rapidos
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produtores de acido, chegando a produzir mais de 0,6% de
acido latico em 18h de andlise.

Em relacdo as bactérias acido laticas do género
Leuconostoc, obtiveram valores médios de 0,35% e 0,75% de
acido latico entre 3h a 24h, semelhante aos resultados
relatados por Badis et al.Zem que amostras de Leuconostoc
sp. apresentaram uma lenta produgdo de acido latico. Esse
género é heterofermentativo e sensivel a baixo pH, a condi¢do
acida afeta o metabolismo deste tipo de micro-organismo, o
Leuconostoc lactis é uma excegdo, pois é capaz de acidificar o
leite.

A velocidade de acidificagdo e a intensidade de
producdo de acidos sdo dois aspectos importantes que devem
ser considerados para a fermentacdo de produtos lacteos, isso
porque, segundo Penna et al.%*, atividade acidificante de cada
cepa esta relacionada com a sua capacidade especifica para
guebrar as substancias no meio e tormna-las capazes de
assimilagdo.

Todas as bactérias acido laticas isoladas dos queijos
produzidos nos trés municipios analisados podem ser consideradas
como rapidas acidificantes de acordo com Ayad et al.2, pois foram
capazes de reduzir o valor do pH em 0,4U até 3h, em relagdo ao valor
inicial do pH do leite.

Essa caracteristica de reduzir o pH no inicio da
fermentacdo é importante para a fabricagdo de queijos, ja que
é essencial para a coagulacdo e redugdo de microrganismos
contaminantes™ . Além disso, a acidificacio do produto a um
pH préximo a 4 permite uma maior conservagao do produto
fermentado e auxilia na desoragem da coalhada e, mais,
contribuem no desenvolvimento das propriedades sensoriais
dos alimentos fermentados.

Segundo Hansen® essas bactérias &cido laticas
podem ser utilizadas para a fabricagdo de queijo Mugarela,
gue necessita dessa rdpida obtenc¢ao do pH ideal para filagem
(4,9-5,2), visando a diminuir o maximo a sinérese, durante a
fermentacdo, e garantir a consisténcia adequada do produto.

Podemos observar ainda na Tabela 1 que em média as
bactérias mais lentas na acidificacdo do leite foram as do
género Leuconostoc. Esses resultados corroboram com os
apresentados por Garabal et al.® , em que as da espécie
Leuconoctoc sp. foram classificadas como lentas acidificantes,
apesar de os valores finais terem sido maiores que os do
presente estudo com pH 5,55 em 24h.

Essas bactérias podem ser utilizadas como parte de
culturas secundadrias, uma vez que uma atividade acidificante
excessiva causa acidificacdo rapida do codgulo e alteracdo do
teor de umidade do queijo, por isso o ideal é a combinagdo de
cepas lentas e rapidas acidificantes.”?
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Tabela 1. Caracteristicas de pH, acidez tituldvel, atividade proteasica e atividade antagonista das bactérias acido laticas isoladas de
queijos de Coalho artesanais produzidos na regido Agreste de Pernambuco, Brasil.

Table 1. Characteristics of pH, titratable acidity, protease activity and antagonist activity of lactic acid bacteria isolated from artisanal
Coalho cheese made on Agreste Region of Pernambuco State-Brazil.

T oH Acide; Titul:é\_/el Atividade proteasica Ativida_de
Amostras ©0) (% de &cido latico) (U/mL) antagonista
Oh 3h 24 h Oh 3h 24 h Oh 24h 48h 1*  2* 3*
Enterococcus (61,90%)

29V 37 6,39 518 433 0,19 0,35 1,69 0,12 1,37 0,18 + + 4
67V 37 6,42 531 462 0,18 0,31 1,61 0,14 118 0,16 - -+
40V 37 6,66 498 3,87 0,17 04 0,71 0,16 1,25 7,84 + + 4
42v 37 6,66 588 4,12 0,16 0,29 0,63 0,06 1,18 0,33 + -+
43V 37 6,66 6,01 435 0,16 0,2 0,52 0,06 1,77 3,05 + -+
82Vv 30 6,66 6,34 4,6 0,16 0,24 0,55 0,04 1,19 0,27 + +
35V 37 6,25 4,76 457 02 046 0,72 011 111 0,23 + + o+
20A 30 6,68 5,6 4,49 0,16 0,37 0,47 0,08 1,17 0,22 + - -
32A 30 6,66 506 4,48 0,16 0,78 0,5 0,63 0,07 0,24 + + o+
66A 30 6,43 5,46 4,6 0,16 0,33 0,48 0,43 0,03 0,26 + + o+
62A 30 6,53 5,5 4,55 0,17 0,28 0,48 0,86 0,09 0,75 + + o+
68A 30 655 596 495 0,17 0,27 0,46 050 0,23 0,23 - -+
27A 37 6,77 664 528 0,16 0,2 0,51 0,12 1,14 0,28 - - -
61A 30 6,42 481 429 017 04 0,72 0,41 0,03 0,22 - -+
67A 30 6,49 4.8 4,24 0,17 0,42 0,71 0,42 0,10 0,22 - + o+
56A 30 6,4 464 4,25 0,2 0,5 0,77 0,27 0,10 0,27 + -+
2C 37 6,39 557 497 02 034 0,46 0,08 112 0,12 + + o+
5C 37 6,31 561 479 019 03 0,52 0,13 1,18 0,23 + - -
6C 37 6,43 575 4,68 0,19 0,29 0,52 0,15 1,24 0,28 - - -
7C 37 6,42 597 4,06 0,18 0,29 0,82 0,15 1,11 0,12 + -
8C 37 6,29 55 4,91 0,22 0,36 0,46 0,15 1,16 0,18 + + o+
10C 37 6,41 5,9 3,77 019 03 1,03 0,15 1,07 0,11 + + -
11C 30 6,36 57 4,71 0,19 0,33 0,55 0,18 1,17 0,17 + + o+

14C 30 6,22 522 451 023 04 0,59 0,63 0,07 0,24 - - -
15C 30 6,42 6,13 384 0,22 0,23 0,57 0,53 0,10 0,27 - -+
Média 6,48+ 553+ 447+ 0,18+ 0,35x 0,68+ 0,26+ 0,81+ 0,66+
0,15 0,52 0,37 0,02 0,12 0,32 0,22 0,56 1,60
Leuconostoc (16,60%)
68V 37 6,41 53 4,64 0,17 03 1,65 0,13 1,10 0,20 + - -
19v 30 6,48 555 501 0,16 0,28 0,55 0,36 0,05 0,31 + - -
47V 37 6,39 53 5,02 0,18 0,37 0,55 0,15 131 0,24 - - -

23A 37 6,74 6,24 504 0,17 0,27 0,56 0,13 1,20 0,16 +

49A 30 6,43 54 4,45 0,19 045 0,86 064 0,10 0,26 +

9C 37 6,15 533 476 0,22 0,36 0,52 0,12 113 0,19 + - -

12C 30 59 524 459 023 04 0,57 0,64 0,05 0,24 + + 4+
Média 6,36+ 548+ 4,79+ 0,19+ 0,35+ 0,75+ 0,31+ 0,71% 0,23+

0,27 0,35 0,24 0,03 0,07 0,41 0,24 0,60 0,04
Continua / To be continued
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H Acidez Titulavel Atividade proteasica Atividade
Amostras OT P (% de &cido latico) (U/mL) antagonista
) ““on  3h 24n  oh 3h  24h  Oh 240 48h  1* 2* 3*
Streptococcus (9,52%)
110V 30 6,47 542 442 0,17 0,35 0,71 0,52 0,49 0,23 +
24A 30 6,68 554 481 0,16 0,52 0,48 0,08 1,08 0,18 + +
29A 30 6,54 498 441 0,15 0,67 0,49 0,53 0,08 0,20 + -+
51A 30 6,42 532 443 04 044 0,49 0,63 0,20 0,24 + - -
13C 30 6,22 527 4,46 023 04 0,59 0,46 0,09 0,18 - + 4
Média 6,47+ 531+ 451+ 0,22+ 0,48+ 0,55 0,44+ 0,39+ 0,21+
0,17 0,21 0,17 0,10 0,13 +0,10 0,20 0,42 0,02
Lactobacillus (7,14%)
56V 37 6,35 506 434 0,18 0,32 1,7 0,13 1,10 0,20 - -+
41V 37 6,55 506 3,89 0,18 0,42 0,68 0,27 1,38 11,72 + - -
96V 30 6,61 589 3,94 02 0,72 0,85 0,46 0,13 0,21 - + 4
Média 6,45+ 534+ 4,06+ 0,19+ 0,49+ 1,08+ 0,29+ 0,87+ 4,04+
0,14 0,48 0,25 0,01 0,21 0,55 0,16 0,65 6,64
Lactococcus (4,72%)
57A 30 6,42 51 4,41 0,17 0,37 0,53 0,40 0,03 0,31 +
69A 30 6,42 482 4,28 02 048 0,81 0,56 0,23 0,18 -
Média 6,42+ 4,96+  4,35% 0,19+ 0,43+ 0,67+ 0,48+ 0,13+ 0,24+
0,00 0,20 0,09 0,02 0,08 0,20 0,11 0,13 0,09

*1= Escherichia coli, 2= Klebsiella pneumoniae e 3= Staphylococus aureus; + = presenc¢a de antagonismo, - = auséncia

de antagonismo.

*1= Escherichia coli, 2= Klebsiella pneumoniae e 3= Staphylococus aureus; + = presence of antagonism, - = absence of

antagonismo.

As bactérias selvagens estudadas neste trabalho
apresentam potencial tecnoldgico promissor para produgdo
de derivados do leite em industrias, como as de culturas
Starters.

Duas bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus
e Enterococcus exibiram atividade proteolitica, ou seja,
presenca de halo; entretanto as demais cresceram,
significando que apresentam enzimas proteoliticas, mas ndo
apresentaram halo. Esses resultados foram similares aos de
Silva,” que trabalhou com microbiota ltica isolada de queijo
Mugarela de bufala e observou que uma cultura mesdfila de
Lactobacillus também teve atividade proteolitica.

Os resultados obtidos para a producdo de proteases
extracelulares se encontram na Tabela 1. Dentre as 42 BAL
estudadas, duas cepas apresentaram altos valores de
atividade enzimatica 7,84U/mL, correspondendo a uma cepa
de Enterococcuse de 11,71 U/mL, correspondendo a uma
cepa Lactobacillus. Estas se destacaram entre as demais por
obter os maiores picos de producdao em 48h. E, assim, a
atividade proteolitica com o maior valor de producdo foi
relacionada ao género Lactobacillus.
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Os resultados referentes a atividade antagonista estdo
apresentados na Tabela 1, entre estes podem ser observados
que entre as 42 BAL testadas, 90% exibiram atividade
antagonista frente a pelo menos uma cepa indicadora, apenas
quatro cepas (10%) dos géneros Enterococcus e Leuconostoc
ndo conseguiram apresentar antagonismo em relagdo a
nenhum dos micro-organismos testados (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus); Entre as
bactérias que exibiram atividade antagonista, 42,2% inibiram
as trés bactérias indicadoras testadas; 28,9% inibiram pelo
menos uma bactéria indicadora, e as demais (28,9%)
apresentaram atividade inibitdria contra duas das bactérias
indicadoras.

As cepas de Enterococcus sp. apresentaram maior
antagonismo frente as trés bactérias de referéncia, seguidas
dos Leuconostocsp, Streptococcus sp. e Lactococcus sp.
Entretanto, os maiores halos de inibicdo (16, 20 e 17 mm)
foram produzidos por trés Streptococcus contra a Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus (dados ndo mostrados).

Esses resultados diferiram dos encontrados por
Alexandre et al,® que trabalharam com atividade
antimicrobiana de bactérias acido laticas isoladas de queijo-
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de-minas artesanal do Serro (MG), frente a micro-organismos
indicadores e observaram que a Escherichia coli nao foi inibida
por nenhum sobrenadante das bactérias acido laticas testadas
pelos autores.

Bromberg et al.® analisaram a capacidade inibitdria de
uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis ssp.
hordniae CTC 484 e esta, por sua vez, inibiu o crescimento de
Staphylococcus aureus CTC 033, mas ndo foi capaz de inibir o
crescimento de Escherichia colinas em mesmas condigGes de
cultivo, mostrando, assim, que essa bacteriocina ndo foi
efetiva contra bactérias Gram-negativas. Estes resultados
concordam com os nossos, 42,2%das BAL gque apresentaram
atividades antagonistas ndo conseguiram inibir ao mesmo
tempo cepas Gram positivas e Gram negativas, e isto pode ser
devido a natureza da bacteriocina produzida.

No trabalho de Alexandre et al.® , aproximadamente
15% das bactérias acido laticas isoladas conseguiram inibir
cepas de Staphylococcus aureus, esses valores foram
inferiores aos nossos resultados, nos quais aproximadamente
71,4% das BAL apresentaram antagonismo contra essa
espécie.

Dentre as cepas de Lactobacillus isoladas, apenas uma
conseguiu inibir Escherichia colli. Esses resultados diferiram dos
apresentados por Chioda et al,”® quando analisaram a
capacidade de Lactobacillus acidophilus em inibir o
crescimento de Escherichia coli isolada de Queijo “Mlinas
Frescal” e verificaram que todas as cepas de Lactobacillus
mostraram-se capazes de inibir a bactéria alvo.

Vrios trabalhos descrevem atividade antagonista de
bactérias acido laticas frente a outras bactérias Gram-
positivas,®? ®entretanto contra as bactérias Gram-negativas,
0 antagonismo ndo é frequente, mas ja houve relatos desse
tipo de inibicdo.%%3

As atividades antagonistas, juntamente a capacidade
de acidificacdo e producdo de proteases, representam fatores
importantes na tecnologia de alimentos. E justamente por
produzirem e tolerarem uma grande concentragdo de acido
latico que elas conseguem inibir outros micro-organismos nos
alimentos, incluindo os patogénicos.

Tendo em vista a importancia socioecondmica e de
saude publica da fabricagdo de novos fermentos bioldgicos
constituidos por novas cepas bactérias acido laticas, as quais
estdo sendo bastante estudadas para uma melhor utilizagao
nesses e em outros alimentos. Além disso, a utilizacdo delas
como bioconservadores mostra-se como alternativa na
conservacio de produtos alimenticios.®

CONCLUSOES

As 42 bactérias acido lticas isoladas de queijos de
Coalho artesanais produzidos nos municipios avaliados foram
promissoras em relagao a aspectos tecnoldgicos importantes
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para a industria de laticinios, por serem capazes de sobreviver
aacidificacdo lactea, de produzir proteases e substancias como
bacteriocinas, ja que foi observada a inibicdo do crescimento
de patégenos em 90% das BAL neste trabalho. Sendo esse fato
relevante para a seguranca microbioldgica do alimento a ser
produzido com estes micro-organismos. Pode-se, entdo,
concluir que estas cepas possuem caracteristicas importantes
para a industria de produtos lacteos na utilizagdo como
culturas starters.
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